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1 Resumen 
RESUMEN 
El objetivo de esta tesis fue estudiar las modificaciones en la carne bovina sujeta a 
tratamientos ácidos para extender la vida útil y la funcionalidad de las proteínas miofibrilares 
de carne roja sujeta a estos tratamientos y su posible cambio estructural. 
Porciones de músculo Psoas major de bovino fueron inoculados con tres bacterias 
alterantes separadamente, obteniéndose una concentración final de 1 O3 UFC/g de carne. 
Pseudomona Jluorescens B52, Brochothrix thermosphacta (NCIB- 1 O0 1 8) y Lactobacillus 
minor 119B fueron las cepas utilizadas. Posteriormente la carne fue sometida a cuatro 
tratamientos ácidos. Se inoculó la carne con suspenciones de tres bacterias ácido lácticas 
empleadas como cultivos bioprotectores (Lactobacillus carnis MXVK76, Lactobacillus 
pentosus LP 1 -3 103 5 y Staphylococcus carnosus MC 1-0205 5 ) ,  alcanzando una concentración 
aproximada de lo5 UFC/g de carne. Finalmente se empleó una solución acuosa de ácido 
láctico al 2%, obteniéndose una concentración de 200 mg/lOOg de carne. Los controles se 
prepararon sin la adición de ningún tratamiento ácido. La carne fue envasada al vacío y se 
incubaron a 4 y 20 "C durante 12 y 6 días respectivamente. En la came almacenada a 4 "C se 
realizaron muestreos a los días O, 4, 8 y 12; mientras que para la carne almacenada a 20 "C, O, 
2, 4 y 6 fueron los días escogidos. 
En cada muestre0 se evaluó la concentración de bacterias mesófilas totales, bacterias 
lácticas totales, enterobacterias totales, Pseudomonas spp., B. thermosphacta y bacterias 
lácticas heterofermentativas. Adicionalmente se estudiaron los cambios sufridos en el pH 
cárnico, concentración de ácidos grasos libres de cadena larga, producción de aminas 
biogénicas, así como la hidrólisis sufrida por las proteínas miofibrilares. Asimismo se 
obiiivieron una serie de parámetros que permitieron evaluar el efecto de los tratamientos 
ácidos sobre las proteínas miofibrilares y su funcionalidad; siendo éstos la solubilidad, color, 
concentración de grupos sulfhidrilos, propiedades de gelificación y emulsificación. Para 
determinar las propiedades de gelificación se realizaron pruebas de penetración de geles, 
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estudios reológicos dinámicos y microscopía electrónica de barrido. Los índices de actividad 
de emulsión, estabilidad de emulsión y capacidad de emulsión fueron estudiados para 
caracterizar las propiedades de emulsión de las proteínas miofibrilares. 
Los tratamientos ácido lácticos lograron reducir la población de microorganismos 
alterantes en la carne almacenada en refrigeración y en abuso térmico. El ácido láctico 
evidenció las mayores reducciones en la cuenta de los diferentes microorganismos alterantes, 
siendo más notorio en la carne almacenada en refrigeración. Reflejo de estos resultados fueron 
los menores valores de pH obtenidos en la carne tratada con ácido láctico. Las bacterias 
bioprotectoras lograron reducir. el pH cárnico solo cuando la carne fue almacenada en 
refrigeración. 
Ácido láctico redujo la producción de histamina, putrescina y cadaverina, no 
observándose dicho efecto en los tratamientos con cultivos bioprotectores. Adiconalmente los 
tratamientos ácido lácticos redujeron la concentración de ácidos grasos libres cuando la carne 
se almacenó en refrigeración. 
Las principales proteínas miofibrilares (miosina y actina) sufrieron proteólisis en la 
carne almacenada a 20 "C independientemente del tratamiento empleado, sugiriéndose un 
origen endógeno debido a que la carne presentó pH óptimos para la actividad de las enzimas 
lisosomales del músculo. 
El ácido lkctico generó cambios indeseables en el color de la carne, presentándose una 
mayor luminosidad y tonalidad e inferior índice de decoloración a ambas temperaturas de 
almacenamiento, mientras que los cultivos bioprotectores no produjeron dichas alteraciones en 
el color de la carne. 
Las propiedades de gelificación sufrieron deterioro en la carne tratada con ácido láctico 
independientemente de la temperatura de almacenamiento al considerar la menor rigidez y 
módulo de almacenamiento obtenidos en las pruebas de penetración de geles y estudios El 
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objetivo de esta tesis fue estudiar las modificaciones en la carne bovina sujeta a tratamientos 
ácidos para extender la vida útil y la funcionalidad de las proteínas miofibrilares de carne roja 
sujeta a estos tratamientos y su posible cambio estructural. 
Porciones de músculo Psoas major de bovino fueron inoculados con tres bacterias 
alterantes separadamente, obteniéndose una concentración final de 1 O3 UFC/g de carne. 
Pseudomona Juorescens B52, Brochothrix thermosphacta (NCIB- 1 O0 18) y Lactobacillus 
minor 119B fueron las cepas utilizadas. Posteriormente la carne fue sometida a cuatro 
tratamientos ácidos. Se inoculó la carne con suspenciones de tres bacterias ácido lácticas 
empleadas como cultivos bioprotectores (Lactobacillus carnis -76, Lactobacillus 
pentosus LP 1-3 103 5 y Staphylococcus carnosus MC 1-02059, alcanzando una concentración 
aproximada de lo5 UFC/g de carne. Finalmente se empleó una solución acuosa de ácido 
láctico al 2%, obteniéndose una concentración de 200 mg/lOOg de carne. Los controles se 
prepararon sin la adición de ningún tratamiento ácido. La carne fue envasada al vacío y se 
incubaron a 4 y 20 "C durante 12 y 6 días respectivamente. En la carne almacenada a 4 "C se 
realizaron muestreos a los días O, 4, 8 y 12; mientras que para la carne almacenada a 20 "C, O, 
2, 4 y 6 fueron los días escogidos. 
En cada muestre0 se evaluó la concentración de bacterias mesófilas totales, bacterias 
lácticas totales, enterobacterias totales, Pseudomonas spp., B. thermosphacta y bacterias 
lácticas heterofermentativas. Adicionalmente se estudiaron los cambios sufridos en el pH 
cárnico, concentración de ácidos grasos libres de cadena larga, producción de aminas 
biogénicas, así como la hidrólisis Sufi-ida por las proteínas miofibrilares. Asimismo se 
obtuvieron una serie de parámetros que permitieron evaluar el efecto de los tratamientos 
ácidos sobre las proteínas miofibrilares y su funcionalidad; siendo éstos la solubilidad, color, 
concentración de grupos sulfhidrilos, propiedades de gelificación y emulsificación. Para 
determinar las propiedades de gelificación se realizaron pruebas de penetración de geles, 
estudios reológicos dinámicos y microscopía electrónica de barrido. Los índices de actividad 
de emulsión, estabilidad de emulsión y capacidad de emulsión fueron estudiados para 
caracterizar las propiedades de emulsión de las proteínas miofibrilares. 
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Los tratamientos ácido Iácticos lograron reducir la población de microorganismos 
alterantes en la carne almacenada en refrigeración y en abuso térmico. El ácido láctico 
evidenció las mayores reducciones en la cuenta de los diferentes microorganismos alterantes, 
siendo más notorio en la carne almacenada en refrigeración. Reflejo de estos resultados fueron 
los menores valores de pH obtenidos en la carne tratada con ácido láctico. Las bacterias 
bioprotectoras lograron reducir el pH carnico solo cuando la carne fue almacenada en 
refrigeración. 
Ácido láctico redujo la produccion de histamina, putrescina y cadaverina, no 
observándose dicho efecto en los tratamientos con cultivos bioprotectores. Adiconalmente los 
tratamientos ácido lácticos redujeron la concentración de ácidos grasos libres cuando la carne 
se almacenó en refrigeración. 
Las principales proteínas miofibrilares (miosina y actina) sufrieron proteólisis en la 
carne almacenada a 20 "C independientemente del tratamiento empieado, sugiriéndose un 
origen endógeno debido a que la carne presentó pH óptimos para la actividad de las enzimas 
lisosomales del músculo. 
El ácido láctico generó cambios indeseables en el color de la carne, presentándose una 
mayor luminosidad y tonalidad e inferior índice de decoloración a ambas temperaturas de 
almacenamiento, mientras que los cultivos bioprotectores no produjeron dichas alteraciones en 
el color de la carne. 
Las propiedades de gelificación sufrieron deterioro en la carne tratada con ácido láctico 
independientemente de la temperatura de almacenamiento al considerar la menor rigidez y 
módulo de almacenamiento obtenidos en las pruebas de penetración de geles y estudios 
reológicos dinárnicos, respectivamente; así como la pérdida de estructura de los geles 
observados mediante microscopía electrónica de barrido. 
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La concentración de grupos sulfhidrilos y las propiedades de emulsificación de las 
proteínas miofibrilares, no sufrieron cambios significativos al someter a la carne a los 
diferentes tratamientos ácido Iácticos. 
El tratamiento de la carne con ácido láctico puede emplearse eficazmente para 
controlar la flora microbiana alterante y los metabolitos generados por su actividad sobre el 
sustrato cárnico, pero genera cambios significativos en las propiedades funcionales de las 
proteínas cárnicas. Las bacterias bioprotectoras pueden emplearse para controlar la microflora 
alterante sin modificar las propiedades funcionales de las proteínas miofibrilares de la carne. 
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ABSTRACT 
The objective of this thesis was to study the effect of lactic acid treatments as a method 
to increase beef shelf-life, as well as the functional properties of myofibril proteins as they 
relate to their structural changes. 
Portions of bovine Psoas major musclé were inoculated with three spoilage bacterias 
(1 O3 CFU/g): Pseudomona jluorescens B52, Brochothrix thermosphacta (NClB- 1 O0 1 8) and 
Lactobacillus minor 1 19B. Samples were then separately inoculated with three lactic acid 
strains (Lactobacillus carnis MXVK76, Lactobacillus pentosus LP 1-3 103 5 and 
Staphylococcus carnosus MC1-02055) at 1 O5 CFU/g. As a mean of comparison, beef was also 
treated with 2% lactic acid (200 mg/lOOg). After inoculation or acid treatment, samples were 
vacuum packaged and stored at 4 and 20 "C during 12 and 6 days, respectively. 
Total mesophiles, total lactic acid bacteria, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., B. 
thermosphacta and heterofermentative lactic acid bacteria were enumerated. Physicochemical 
characteristics were also analyzed: pH, free fatty acid and biogenic amine concentration, and 
myofibrils protein degradation. The studied parameters related to physical properties were: 
solubility, sulfhydryl group concentration, gelation and emulsification properties of myofibrils 
proteins, and color. 
Lactic acid from chemical or microbial origin reduced spoilage bacteria counts at both 
storage temperatures, although lactic acid in its chemical form was more efficient in 
controlling proliferation of spoilage microflora. Meat treated with lactic acid had the lowest 
pH at both temperatures, whereas bioprotective cultures required storage at refrigeration 
conditions to promote pH reduction. Lactic acid also reduced histamine, putrescine and 
tyramine production, as well as free fatty acid concentration mrhen samples were stored at 4 "C. 
Myosin and actin were considerably hydrolyzed in samples at 2OoC in all treatments. 
This fact could be explain as a consequence of endogen enzyme activities. Beef color was 
altered by lactic acid treatments but not by bioprotective strains; inoculated samples showed 
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higher lightness and hue values, and lower decoloration index at both storage temperatures. 
Lactic acid also affected gelation of myofibrils proteins at both storage temperatures, resulting 
in low rigidity and storage moduli when analyzed by a gel penetration test and dynamic 
rheology. Lactic acid, either of chemical or microbial source, had no effect on sulfhydryl 
group concentration or emulsification properties 
Lactic acid, in its chemical form, can efficiently control proliferation of meat spoilage 
microflora and their metabolites, extending the shelf life although reduction in meat protein 
functional properties was observed. On the other hand, lactic acid strains are able to control 
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Introducción 1 
I .  Introducción 
1,uego de la matanza y evisceración de los bovinos, la mayoría de las características 
microbiológicas de las canales permanecen sin cambios. En un animal faenado en 
condiciones de buena salud es de esperar que las capas profundas de la carne estén libres de 
contaminación. No obstante un gran número de microorganismos’ encuentran alguna vía 
para llegar a la superficie durante las operaciones de limpieza o desde el contenido 
gastrointestinal, por contacto con operarios, pisos, paredes, agua, etc. (Guerrero y Taylor, 
1994). El músculo postmortem ofrece un ambiente altamente nutritivo a la microflora 
contaminante, pudiendo encontrar condiciones para su crecimiento. Este proceso se acelera 
como resultado de abusos térmicos que acontecen a lo largo de la cadena de 
comercialización del producto (Nychas y col., 1988). 
La proliferación microbiana en la carne depende de numerosos factores, entre los 
que se incluyen el tipo de microorganismos, temperatura de almacenamiento, pH, 
nutrimentos disponibles, potencial de óxido-reducción y la atmósfera que rodea la carne 
(Marshall y Bal’a, 2001). 
Desde que la carne es procesada, distribuida y vendida a los consumidores a 
menudo lejos del procesador primario, éste debe emplear métodos para asegurar la calidad 
de la carne. Estos métodos deben ser capaces de inhibir o atenuar el crecimiento tanto de 
los organismos patógenos como de los alterantes. Además de prolongar la vida Útil y 
mantener la calidad, las técnicas de preservación empleadas deben conservar las 
características fisicoquímicas de los productos crudos tanto como sea posible. 
En los Últimos años, la incorporación de conservadores químicos a los alimentos 
con el objetivo de prolongar su vida útil ha sido rechazada por los consumidores. La 
tendencia actual es consumir productos con bajo nivel de procesamiento (por ejemplo, 
tratamientos térmicos menos intensos), más naturales y con menor nivel de aditivos 
artificiales (colorantes, edulcorantes, estabilizantes, etc.). Estamos ante una nueva 
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generación de productos alimenticios con “mínimo procesamiento” (Cudjoe y Kapperud, 
1991; Stiles, 1996; Hugas, 1998). 
El uso de bacterias lácticas como bioconservadores en carnes ha sido considerado 
como una alternativa a los preservantes químicos, ya que pueden crecer en el sustrato 
cárnico e inhibir el desarrollo de microorganismos alterantes y patógenos. El modo de 
acción de estas bacterias incluye la competencia por los nutrimentos, la adhesión al sustrato 
y la producción de ácidos orgánicos (especialmente ácido láctico), diacetilo, peróxido de 
hidrógeno y bacteriocinas (Selgas y col., 1993; Aymerich y Hugas, 1998; Hugas, 1998). 
Algunos trabajos reportan la eficiencia de estos tratamientos como agentes bioprotectores 
en carnes y productos cárnicos; así como su efecto potencial en el control de las 
poblaciones de microorganismos alterantes (Guerrero-Legarreta y col., 1995; Nattress y 
col, 1998; Hugas, 1998), microorganismos patógenos (Andersen, 1995; Hugas, 1998) y 
sobre la concentración de aminas biogénicas (Maijala y col., 1995). La utilización de 
bacterias lacticas para controlar la proliferación microbiana no generó, además, cambios 
importantes en la calidad sensorial de la carne ( Andersen, 1995). 
El ácido láctico es el principal meriibolito producido por las bacterias lácticas 
homofermentativas y ha sido utilizado como ‘igente sanitizante en carnes, con el objetivo de 
incrementar la seguridad de estos alimenros El empleo de este ácido orgánico en 
concentraciones inferiores a 3% puede reducir la población de microorganismos alterantes 
(Lamkey y col., 1991; Maca y col., 1997b; \‘esa v col., 1998) y generar menores tasas de 
crecimiento de microorganismos patógenos como Ikherichia coli (Dixon y col., 199 1), 
Campyiobacter jejuni (Cudjoe y Kappenid. I w I ). í‘losrridiurn botulinum (Mass y col., 
1989), Listeria monocytogenes (Young y Focgeding. 1993) y Salmonella spp. (Dixon y 
col., 1991). El ácido láctico ha sido requerido para estos fines debido a que es un 
constituyente natural de la carne postrigor y es una sustancia aceptada como segura 
(GRAS) (Van Netten y col., 1994; Borpuzari y Borpuzari, 1995). 
No solo es importante conocer la eficacia antirnicrobiana de los tratamientos ácido 
lácticos con el objetivo de prolongar la vida de anaquel de la carne cruda, el efecto sobre las 
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propiedades funcionales de la carne es de relevancia para su procesamiento posterior y para 
la aceptación del producto por parte de los consumidores. - 
!La “funcionalidad” se refiere a todas las propiedades no nutricionales de la carne 
que cmdicionan su utilidad, ya sea como ayuda en el proceso o como contribuyente directo 
en los atributos del alimento. Estas Propiedades derivan de cai acterísticas fisicoquiiiiicas 
que se ven afectadas durante el procesamiento, almacenamiento, preparación y consumo 
(Hall, 1996). 
Las preferencias alimenticias de los seres humanos están normalmente basadas en 
atributos sensoriales como la apariencia, color, sabor y textura y las proteínas tienen un 




El músculo postmortem ofrece un ambiente altamente nutritivo a la microflora 
contaminante, pudiendo satisfacer sus necesidades básicas para el crecimiento. Este proceso 
se acelera como resultado de abusos térmicos que acontecen a lo largo de la cadena de 
comercialización del producto. 
El desarrollo tecnológico en el procesamiento y preservación de los alimentos ha 
proporcionado a los consumidores una gran selección de alimentos con una elevada vida 
útil. Consecuentemente, los compradores de carne han sido más conscientes de la calidad y 
más selectivos. 
Según los resultados expuestos en la bibliografia consultada, el empleo de ácido 
láctico (ya sea de origen químico o microbiológico) como método de conservación satisface 
las exigencias actuales del consumidor y reduce la flora patógena y deteriorante, además de 
no producir compuestos tóxicos y no presentar efectos indeseables sobre las características 
sensoriales de los productos cárnicos. 
Aunque se han demostrado las ventajas de utilizar ácidos orgánicos o cultivos de 
bacterias ácido lácticas como forma de aumentar la vida de anaquel de la carne, existen 
pocos informes sobre la posible alteración de las propiedades tuncionales de la carne sujeta 
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1 ’07q.328 5 37,964.7 49,800.0 106,849.4 
1’1  I2 .JIX O 36,819.4 58,727.2 119,837.6 
1’2 1 S. I 5  1 S 40,186.5 64,795.6 136,878.0 
1 ’207.4Só 6 38,952.2 72,527.2 142,168.7 
1‘503 ;S4 7 39,830.6 94,776.6 160,948.8 
1’361 bC5 7 40,007.0 86,901.7 148,415.7 
3.1 Importancia de la carne en el consumo humano 
Desde los tiempos más remotos, los seres humanos han deseado satisfacer el hambre 
con alimentos de origen animal. La importancia de la carne deriva no sólo de las 
características sensoriales sino también de su elevado valor nutritivo (Hultin, 1993). La 
calidad nutritiva del músculo no deriva solo de un contenido proteico elevado, sino también 
de la calidad de dicha proteína, ya que contiene todos los aminoácidos en proporciones muy 
similares a las requeridas para el mantenimiento y desarrollo de los tejidos humanos 
(Hultin, 1993). 
Paralelamente, el tejido muscular es una fuente excelente de algunas vitaminas del 
complejo B, especialmente tiamina, riboflavina, niacina y vitaminas B6 y B 12. 
Adicionalmente, la carne se constituye en una buena fuente de hierro y fósforo (Hultin, 
1993). 
La mayor parte de la carne consumida en Xléxico se deriva de las aves, bovinos y 
porcinos, tal como se reporta en la tabla 1.  
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3.2 Química de la carne . 
Los músculos animales pueden dividirse en dos categorías principales: lisos y 
estriados. Los músculos lisos, menos voluminosos, poseen tunciones similares a las de los 
múscihs  estriados, aún cuando su estructura histológica es aiferente. Se encuentran 
localizdos principalmente en el sistema gastrointestinal, ímpiratorio y cardiovascular 
(Kauffman, 2001). 
El músculo estriado se divide en cardiaco y esquelético. 31 músculo cardiaco se 
encuentra confinado al corazón, siendo estructuralmente similar al esquelético excepto por 
su metabolismo altamente aeróbico, requiriendo altas concentraciones de oxígeno para 
llevar a cabo sus contracciones rítmicas. Presenta adicionalmente discos transversales a la 
fibra y su núcleo se encuentra en el centro de la célula. 
. 
El músculo esquelético, como su nombre indica, esta asociado al esqueleto animal 
(Kauffman, 2001). Posee un papel importante en el control de la locomoción y postura, así 
como en la protección de los órganos vitales internos. Está constituido por células largas, 
estrechas y multinucleadas (Kauffman, 2001). En la figura 1 se muestra un diagrama de los 
niveles estructurales del músculo esquelético. Envolviendo el paquete muscular existe una 
vaina gruesa de tejido conectivo denominada epimisio. Desde la superficie interna de éste 
parten otras láminas (perimisio) de tejido conectivo que penetran en el interior del músculo, 
separándolo en grupos de fibras. Partiendo del perimisio se forman vainas de tejido 
conectivo que rodean cada fibra muscular, denominándose a dichas vainas endomisio 
(Hultin, 1993; Kauffman, 2001). 
El aspecto estriado característico del músculo esquelético se debe a la ordenación 
repetitiva específica de las proteínas que constituyen las miofibrillas. Las bandas oscuras 
(bandas A) de las rniofibrillas son anisotrópicas o birrefringentes cuando se observan con 
luz polarizada. Las bandas más claras son isotrópicas y se las denomina “bandas I”. En el 
centro de cada una de las bandas I existe una línea oscura, llamada línea Z. En el centro de 
cada banda A existe una zona clara que se denomina zona H. La unidad contráctil de la 
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miofibrilla se denomina sarcómero, definido como la parte de la miofibrilla localizada entre 
dos líneas Z adyacentes (Hultin, 1993; Kauffman, 2001). 
Figura 1: Niveles de organización del músculo (Kauffman, 2001) 
La estructura básica de las miofibrillas, responsables de la apariencia estriada del 
músculo, se debe a su composición de 2 tipos de filamentos. El arreglo de filamentos 
gruesos, denso y anisotrópico (1 1 nm de diámetro) aparecen en la banda A, mientras que 
los filamentos delgados (5 nm) están presentes en la menos densa banda I (Hultin, 1993). 
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Los filamentos gruesos de la banda A están formados por un cuerpo central de colas 
de moléculas de la proteína miosina y sobresaliendo del filamento unos puentes 
transversales correspondientes a las cabezas de la miosina. Estas moléculas se unen punta 
con punta formando un polímero con cabezas en los extremos y un cuerpo central liso que 
se superpone con otros de manera intrincada. Cada filamento p e s o  contiene de 200 a 400 
moléculas de miosina (Hultin, 1993; Kauffman, 200 I ) .  
Los filamentos delgados están constituidos básicamente por actina F (actina 
fibrosa), polipéptido formado por la polimerización de monómeros globulares de actina G. 
Dos cadenas helicoidales de actina F se unen entre sí, dando lugar a un filamento delgado 
que contiene de 500 a 600 monómeros globulares (Hultin, 1993; Kauffman, 2001). 
El músculo esquelético posee una composición quirnica compleja ya que contiene, 
además de las fibras musculares, grandes cantidades de tejido conectivo de soporte, un 
completo sistema vascular y nervios que controlan la función de las fibras musculares. 
Adicionalmente, sirve como depósito de reserva para Iípidos y contiene una considerable 
cantidad de fluido extracelular, prixipalmente agua (Hultin, 1993). 
3.2.1 Proteínas de la célula muscular 
Las proteínas del músculo pueden dividirse en una fracción miofibrilar, una fracción 
sarcoplásmica y una fracción insoluble o del ectroma. La fracción sarcoplásmica puede ser 
extraída del músculo con agua o soluciones salinas diluidas y está constituida, por enzimas 
(como las que participan en procesos metabólicos) y el pigmento muscular mioglobina. Las 
proteínas miofibrilares o contráctiles son s o h  bles en soluciones salinas de elevada tuerza 
iónica; mientras que la fracción insoluble permanece inalterada después del tratamiento con 
dichas soluciones (Hultin, 1993). 
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3.2.1.1 Proteínas miofibril'ares 
3.2.1.1.1 Miosina 
La miosina es la proteína miofibrilar más abundante de los filamentos gruesos, 
constituyendo el 43 % de la proteína miofibrilar y el 26 % de toda la proteína muscular 
(Pérez-Chabela y col., 2000a). Posee un peso molecular de aproximadamente 470 kDa, 
conteniendo dos cadenas polipeptídicas idénticas, con un alto contenido en estructura alfa 
helicoidal. La molécula contiene dos cabezas globulares que son responsables de la 
actividad enzimática (ATPasa) y de su capacidad para interaccionar con la actina durante la 
contracción muscular. Las cabezas globulares contienen el extremo amino terminal de las 
dos cadenas polipeptídicas que conforman la molécula (Xiong, 1994). 
5 2  a s 1  LMM s2 
Figura 2: Diagrama de la miosina y sus subfragmentos (Visessanguan y col., 2000) 
Asociadas con cada cabeza globular existen dos cadenas ligeras, de modo que a 
cada molécula de miosina se asocian cuatro cadenas ligeras. Estas cadenas son de dos 
clases químicamente diferentes. Una comprende las cadenas ligeras DTNB (18 m a ) ,  así 
llamadas porque se separan mediante el tratamiento de la miosina con el reactivo para tioles 
DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico). Se sugiere que estas cadenas participan en la 
regulación por el calcio de la activación del músculo A las cadenas ligeras del segundo tipo 
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se les denomina cadenas ligeras alcalinas, porque se liberan bajo estas condiciones, son 
esenciales para la actividad ATPasa. Las cadenas ligeras alcalinas son heterogéneas, unas 
poseen un peso molecular de 25 kDa y las otras de 16 kDa (Hultin, 1993). 
La miosina se escinde en la proximidad de la cabeza por determinadas enzimas 
proteolíticas, como la tripsina, dando origen a dos fracciones proteicas (figura 2). Una de 
éstas se denomina meromiosina ligera (150 kDa) y la otra, que contiene las estructuras 
globulares de la cabeza de miosina, meromiosina pesada (350 m a ) .  Al ser tratada la 
meromiosina pesada con papaina origina dos subunidades denominadas subfragmento 1 
(Sl,  fracción globular) y subfragmento 2 (S2, fracción helicoidal) (Hultin, 1993). 
3.2.1.1.2 Actina 
La actina es la proteína más importante de los filamentos delgados y constituye el 
22 % de las proteínas miofibrilares. Se encuentra en el músculo en su forma fibrilar, siendo 
la actina G (globular) la forma monomérica de la proteína, con un peso molecular de 43-48 
kDa. A la fuerza iónica fisiológica y en presencia de magnesio, la actina G se polimeriza de 
manera no covalente para formar un filamento de doble hélice, insoluble, llamado actina F. 
La fibra de actina F presenta un diámetro de b a 7 nm y tiene una estructura repetida cada 
35.5 nm (Hultin, 1993; Pérez-Chabela y col . 2OOOa) 
3.2.1.1.3 Otras proteínas miofibrilares 
La tropomiosina es una proteína C O ~ \ ~ I I U I ~ J  por dos cadenas polipeptídicas, con 
estructura a-helicoidal enrollada formando uii,i iidice, representa el 5 % de las proteínas 
miofibrilares y tiene un peso molecular de 65-70 hDa (Xiong, 1994). Esta proteína se sitúa 
a lo largo de los filamentos de actina (Hultin. 1993. Perez-Chabela y col., 2000a). 
La troponina se aísla con frecuencia junto con la tropomiosina. Está formada por 
tres subunidades, denominadas troponina C ( 17- I3 kDa), troponina I (20-24 kDa) y 
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troponina T (37-40 ma). La troponina C es la subunidad responsable de la fijación del 
calcio y de la sensibilidad del proceso contráctil a este catión. La troponina I inhibe 
filerternente la actividad ATPasa de la actomiosina y la troponina T funciona 
proporcionando un punto de asociación entre la troponina y la tropomiosina (Hultin, 1993). 
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(Maruyama y col., 1977) 
La proteína C constituye aproximadamente el 3 O/O de la masa del filamento grueso. 
Se ha sugerido que la molécula de proteína C es una cadena polipeptídica única, de 140 
kDa, que envuelve la superficie del filamento yrueso, con su eje longitudinal situado en un 
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plano perpendicular al de dicho filamento. Esos anillos proteicos protegen al filamento, 
evitando su destrucción por las fuerzas de tensión o por las modificaciones de su entorno 
iónico (Hultin, 1993). 
La a-actinina posee un peso molecular de 190 kDa, forna un complejo fuerte ccn la 
actina F y se encuentra solamente en el disco Z (Xiong, 1994). La p-actinina es una 
proteína dímera formada por dos polipéptidos de 32 kDa y 35 kDa. Esta proteína se liga a la 
actina F e inhibe la recombinación de la actina F fragmentada. Se localiza en el extremo 
libre de los filamentos delgados y puede ser que participe en la regulación de la longitud de 
estos filamentos (Huitin, 1993). 
La títina y la nebulina forman parte de los filamentos longitudinales que conectan 
los filamentos gruesos y los delgados de un extremo al otro del sarcómero. La titina, 
encargada de la formación de los denominados filamentos T, se encuentra unida a las 
bandas A-I, línea Z, línea M, banda A y posiblemente a lo largo del sarcómero. La 
nebulina, responsable de la formación de los filamentos S, tiene un peso molecular de 800 
kDa y se localiza en la banda I, posiblemente regulando la geometría de los filamentos 
delgados. Otra proteína que forma filamentos en la célula muscular es la desmina, quien 
une miofibrillas adyacentes en el disco Z y conecta las miofibrillas al citoesqueleto celular. 
AI lado de la desmina se encuentran otras proteínas, como la vimentina y la sinemina, de 
las cuales solo se sabe que sus pesos moleculares son de 58 y 220 kDa, respectivamente 
(Hultin, 1993). 
3.2.1.2 Proteínas solubles 
Las proteínas solubles de la célula muscular constituyen una porción muy 
significativa de su contenido proteico (aproximadamente del 26 % de las proteínas totales). 
La mayor parte de estas proteínas son enzimas, principalmente enzimas giucolíticas 
(hexoquinasa, aldolasa, piruvatoquinasa, entre otras), aunque también existen otras como 
las de la ruta de las pentosas (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, transcetolasa, 
transaldolasaribosa-5-fosfato cetoisomerasa, entre otras) y enzimas auxiliares, como la 
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creatinin cinasa y la AMP desaminasa (Hultin, 1993). También es hidrosoluble la 
mioglobina, que constituye el depósito de oxígeno de la célula muscular. 
3.2.1.3 Proteínas del estroma 
Algunos componentes de la célula muscular no son solubles en agua ni en 
soluciones salinas concentradas. En esta categoría se incluyen la colágena y la elastina. La 
colágena es especialmente rica en hidroxilisina e hidroxiprolina, siendo su estructura básica 
el monómero de tropocolágena, con un peso molecular de 300 D a .  La elastina es un 
componente menor del músculo y tejido conectivo (Hultin, 1993) 
3.2.2 Composición lipídica de la carne 
Los lípidos comprenden aproximadamente entre el 4 y 8 % del músculo fresco 
(Tabla 3). Los Iípidos de los tejidos animales incluyen triglicéridos (98 % de los lípidos 
totales), fosfolípidos, ácidos grasos y otras sustancias solubles en grasas. El perfil de ácidos 
grasos en los bovinos está constitido principalmente por ácidos grasos saturados (45-49 
%) y monoinsaturados (42-50 %). Los ácidos grasos más abundantes son el oléico (C18: l), 
palmítico (C 16:O) y esteárico (C 18:O) (tabla 3) (Rhee, 1992). 
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La formación de ácidos grasos libres es el resultado de la actividad lipolítica, 
endógena o exógena, sobre triglicéridos, lo que ocasiona que la carne sea más susceptible a 
sufrir procesos oxidativos y con la consecuente producción de sustancias que generan 
efectos indeseables en las características sensoriales de la carne cruda (Johns y col., 1989; 
Hernández y col., 1998). 
Se ha estudiado la producción de lipasas y los factores que la regulan en bacterias 
del género Pseudomonas (Adams y Brawley, 1981; McKellar, 1982; Gilbert y col., 1991; 
Kordel y col., 1991; Sugihara y col., 1992; Young Lee y Shick Rhee, 1993; Braun y col., 
1999), bacterias Iácticas (Papon y Talon, 1988 y 1989; Johansson y col., 1994; Kenneally y 
col., 1998a y 1998b; Braun y coi., 1999) y Brochothrix thermosphucta (Papon y Talon, 
1988 y 1989) en diferentes sustratos cárnicos. 
Los productos de la hidrólisis de los ácidos grasos, o sus productos de oxidación 
secundarios (aldehidos y cetonas) han demostrado poseer actividad catalítica en el proceso 
de autooxidación de la oximioglobina (Lynch y Faustman, 2000). No obstante, permanece 
en discusión el mecanismo químico por el cual la oxidación lipídica incrementa la tasa de 
autooxidación del pigmento muscular. Algunos autores (Faustman y col., 1999; Lynch y 
Faustman, 2000) sugieren que este efecto prooxidativo se debe a la adhesión de los 
aldehídos (especialmente los de alto peso molecular) sobre la oximioglobina, alterando la 
estructura terciaria de la globina y predisponiendo a la molécula a un proceso de 
autooxidación. Por su parte, otros autores (Lanari y col., 1996; O'Grady y col., 2001) 
sugieren que los productos finales de la oxidación iipídica no son, por sí solos, promotores 
de la oxidación de la oximioglobina, sino que los radicales libres peróxido formados 
durante la oxidación de los lípidos son los que generan la acumulación de metamioglobina 
3.2.3 Composición de carbohidratos en la carne 
El carbohidrato predominante en el músculo vivo es el glucógeno, la glucólisis 
postmortem lo convierte en ácido láctico. Otros hidratos de carbono importantes en la 
composición cárnica son la glucosa-6-fosfato, glucógeno y glucosa (Kauffman, 200 1 ). 
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3.3 Microbiología de la carne 
Los tejidos profundos de los animales faenados en condiciones de buenas prácticas 
de manufactura son estériles, desde el punto de vista práctico (Guerrero y Taylor, 1994; 
Rodríguez, 1996). Por ello, el perfil microbiológico de la carne fresca presentada a los 
consumidores es la suma de las aportaciones realizadas durante las operaciones de faena, 
almacenamiento, transporte y distribución (Marshall y Bal’a, 200 I).  
El estado sanitario de los animales, su piel, vísceras, materia fecal, microflora de la 
cavidad oral y las operaciones de faena son las fuentes potenciales de contaminación 
cruzada de la carne (Marshall y Bal‘a, 2001). Para el caso de los bovinos, la fuente inicial 
de contaminación la constituye la piel del animal, por su exposición previa al agua, tierra y 
materia fecal, principalmente. Resultaría lógico suponer que el duchado previo de los 
animales reduciría la contaminación, aunque estudios recientes han rechazado esta hipótesis 
(Marshall y Bal’a, 2001). 
Las operaciones de desollado y evixerado son etapas críticas, en las que se requiere 
de operarios entrenados y buenas practicas de manufactura para evitar que los 
microorganismos (alterantes y patógenos) de la piel y contenido gastrointestinal lleguen 
hasta la superficie de la canal (Marshall y B d  a, 2001) La proliferación niicrobiana en la 
carne depende de numerosos factores, entre los que se incluyen la composición de la 
microbiota contaminante, la temperatura de almacenamiento, el pH, los nutrimentos 
disponibles, el potencial de oxido-reducción v la atmósfera que rodea la carne (Marshall y 
Bal’a, 2001). 
El crecimiento microbian0 se produce en I A  Case acuosa que rodea al producto, por 
lo que las capas profundas se consideran e\teriles Esto es debido a que incluso 
microorganismos altamente proteolíticos no \on capaces de afectar la capa de tejido 
conjuntivo que rodea las fibras musculares (ttndomisio) (Gill y Penney, 1982). Las 
concentraciones de hidratos de carbono (especialmente glucosa y glucógeno) en la carne 
postrigor son bajas en comparación con las proteinas. disponibles en cantidades suficientes 
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para soportar el crecimiento de un gran número de microorganismos (Nychas y col., 1988). 
Una vez que la glucosa ha sido consumida, la microflora comienza a utilizar aminoácidos 
como fuente de energía, con la consiguiente producción de compuestos volátiles 
res?onsables de los cambios en el olor de la carne (Gill, 1976; Gil1 y Newton, 1980; Nychas 
y col 1988). 
Algunas bacterias, incluidas las del género Pseudomonas, producen amoníaco como 
resultado del metabolismo de aminoácidos, lo que ocasiona la elevación del pH durante la 
alteración cárnica (Marshall y Bal'a, 200 1). Los microorganismos Gram negativos, que 
predominan durante la contaminación aeróbica de la carne son responscbles, generalmente, 
de la producción de olores pútridos y sulfurosos (Nychas y col., 1988). 
La descarboxilación de aminoácidos genera compuestos denominados aminas 
biogénicas. Son compuestos básicos nitrogenados, de bajo peso molecular, formados por la 
descarboxilación de aminoácidos o la aminación y transaminación de aldehídos y cetonas 
(Halász y col., 1994; Silla-Santos, 1996). Los precursores de las principales aminas 
biogénicas encontradas en la carne se presentan en la figura 3. 
Los prerrequisitos necesarios para la formación de aminas biogénicas incluyen la 
disponibilidad de aminoácidos libres, la presencia de microorganismos descarboxilasa 
positivos y de condiciones necesarias para el crecimiento microbiano, la síntesis y el 
mantenimiento de la actividad de las descarboxilasas (Silla-Santos, 1996). La producción 
de aminas biogénicas en alimentos puede verse afectada por factores tdes como 
temperatura (Chander y col., 1989), concentración de sales (Chander y col., 1989), 
presencia de carbohidratos fermentables, tensión de oxígeno, potencial redox y, 
fundamentalmente, pH (Silla-Santos, 1996; Bearson y col., 1997). 
Ejemplos de bacterias con actividad descarboxilante incluyen representantes de los 
géneros Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Kle hsiella, Escherichia, Proteus, 
Pseudomonas, Morgamlla, Lactobacillus, Etiierococcrrs y Pediococcus, entre otros (Haiász 
y col., 1994). 
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Figura 3: Rutas metabólicas para la formación de 
aminas biogénicas (Halász y col., 1994) 
El consumo de aminas biogénicas por parte de individuos sanos no representa un 
riesgo, debido a que los sistemas de monoaminaoxidasa, diaminaoxidasa y 
poliaminaoxidasa logran detoxificarlas. Individuos con problemas coronarios o 
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respiratorios, o aquellos que presentan enfermedades que debilitan el sistema de 
aminooxidasas (alcoholismo, deficiencia de vitamina Biz, problemas gastrointestinales, 
entre otras), son sin embargo poblaciones de riesgo ante estas sustancias. La intoxicación 
genera nauseas, disneas respiratorias, palpitaciones cardíacas e hiper o hipotensión, entre 
otros signos característicos (Halász y col., 1994; Bardócz, 1995; Silla-Santos, 1996). 
La determinación de aminas biogénicas en alimentos es importante no solo desde el 
punto de vista toxicológico, sino también porque estos compuestos pueden utilizarse como 
indicadores del grado de alteración de los alimentos. En carne fresca, recuentos elevados de 
putrescina, cadaverina y tiramina han sido relacionados con concentraciones elevadas de 
Pseuúornonas spp., Enterobacteriaceae y bacterias lácticas, respectivamente (Edwards y 
col, 1985 y 1987; Dainty y col., 1986; Guerrero-Legarreta y Chávez-Gallardo, 1991; Eerola 
y col., 1996; Masson y col, 1996). 
Las principales bacterias alterantes de la carne son Gram negativas e incluyen 
representantes psicrótrofos de Pseirdornonns, Moraxella, Acinetobacter, Aeromonas y de la 
anaerobia facultativa Alteromoiras putrefaciens. Sin embargo, las bacterias lácticas y 
Brochothrix thermosphwta se encuentran también en elevadas concentraciones en la carne 
fresca (Campbell y col., 1979; Greer, 1988; Garriga y col., 1996). 
Son numerosos los factores que influyen sobre el tipo y la tasa de crecimiento 
microbian0 en los productos cárnicos, pudiéndose dividirlos en intrínsecos (contenido de 
nutrimentos, p@ actividad de agua y potencial redox) y extrínsecos (temperatura, humedad 
y tensión de oxígeno) (Greer, 1988). 
El músculo postmortem ofrece un ambiente altamente nutritivo a la microflora 
contaminante, pudiendo satisfacer sus necesidades básicas para el crecimiento. No obstante, 
a pesar de su abundancia en proteínas y lípidos, no representa una íüente de nutrimentos 
fácilmente aprovechable (Greer, 1988). 
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Los sustratos más importantes para el crecimiento bacteriano en el músculo son la 
glucosa, glucosa-6-fosfato, ácido láctico y aminoácidos. En la carne fresca, estos 
componentes constituyen menos del 2 % de la composición química total (Lawrie, 1977). 
Todas las bacterias de mayor relevancia como deteriorantes de la came muestran una 
preferencia inicial por la glucosa. Prueba de ello es que la síntesis de enzimas bacterianas 
con actividad proteolítica permanece reprimida hasta que son agotados los componentes 
solubles de menor peso molecular y más rápidamente asimilables dentro del músculo 
(Greer, 1988). Por lo expuesto, la desnaturalización de las proteínas musculares se produce 
después de un prolongado almacenamiento, en el momento en que la densidad bacteriana 
excede valores de lo7 UFC/gramo de músculo (Greer, 1988; Prandl y col., 1994). 
La durabilidad de las carnes presenta una correlación directa con el pH que posean 
las mismas. En la carne postmortem, éste parámetro está influenciado por la cantidad' de 
ácido láctico producido a partir del glucógeno durante la glucólisis anaerobia. El pH de la 
carne proveniente de un animal descansado es de aproximadamente 5.6-5.7 (Hultin, 1993). 
Cuando por el contrario, el nivel de glucógeno antemortem es bajo (producto de situaciones 
estresantes o animales agotados), el nivel de ácido láctico producido es inferior a lo normal 
y el pH final de la carne oscila entre 6 y 6 5 .  Si se considera que el pH óptimo para el 
crecimiento bacteriano se encuentra próximo a la neutralidad, es fácil deducir que este tipo 
de carnes estará más predispuesto al ataque bacteriano. 
La actividad de agua en los alimentos es otro factor importante que condiciona el 
crecimiento microbiano. En la carne fresca este parámetro presenta un valor de 
aproximadamente 0.99 y, por lo tanto, en función de esta característica la carne es 
susceptible de alteración por parte de las principales especies microbianas (Libby, 1986; 
Prandl y col., 1994). 
El potencial redox (capacidad oxidante o reductora de un sistema) limita el 
crecimiento microbiano, produciendo un aumento de la fase de latencia. En la carne, los 
microorganismos aerobicos se ven favorecidos en su crecimiento por un potencial redox 
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alto, mientras que un potencial redox bajo favorece el desarrollo de microorganismos 
anaeróbicos (Lawrie, 1977; Prandl y col., 1994). 
La temperatura es probablemente el principal factor ambiental considerado 
individualmente, que influye en el crecimiento de bacterias sobre la carne. Las especies 
psicrótrofas (especialmente Pseudomonas spp. y algunas enterobacterias) prevalecen en la 
carne cuando se mantienen en refrigeración (O-4°C). Bajo estas condiciones, se produce un 
aumento de la fase de latencia y una disminución de la tasa de crecimiento microbiano 
(Zamora y Zaritzky, 1985; Greer, 1988; Prandl y col., 1994; Garriga y col., 1996). Aunque, 
el almacenamiento de la carne a bajas temperaturas retrasa el crecimiento bacteriano y 
extiende la vida útil del producto, la medida en la cual la tasa de crecimiento decrece con 
las menores temperaturas varía con las especies de microorganismos presentes. 
Cuando la temperatura a la que se somete la carne alcanza los 20 "C, las 
pseudomonas se constituyen en el grupo microbiano predominante, siendo los 
microorganismos alteradores predominantes encontrados en las carnes que han sufrido un 
abuso térmico. Cuando la temperatura asciende hasta 30"C, representantes de Acinetobacter 
y las enterobacterias son las bacterias que prevalecen (Greer, 1988; Prandl y col., 1994). 
La humedad es otro factor extrínseco que influye sobre el desarrollo bacteriano en la 
carne. El crecimiento de los microorganisrrios en la superficie cárnica es diez veces mayor 
cuando la carne está húmeda que sobre la \iiperticie seca almacenada a una temperatura de 
2-3 "C (Lawrie, 1977; Prandl y col., 1994) 
La tensión de oxígeno presente durani t .  el Jlrnacenamiento de la carne influye sobre 
el tipo de microorganismos que prevaleceran \ f  [entras que en condiciones de aerobiosis 
son Pseudomonas, Acinetobacter, Mornwlki > i. Im~ohacterium los géneros que exhiben un 
desarrollo superior, en la came envasada al ~ a c i o  en atmósferas modificadas prevalecerá 
la flora Gram positiva, especialmente bacterias Iácticas y Brochothrix thermosphacta 
(Campbell y col., 1979). 
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Las bacterias ácido Iácticas sólo representan una pequeña proporción de la 
microflora inicial en la carne envasada al vacío. No obstante, de modo progresivo llegan a 
represeritar hasta un 70-90% de la población microbiana presente. Algunos estudios 
realizados y que analizan la tlora existente en este tipo de atmosteras, demuestran que se 
favorcce ei crecimiento de enterobacterias, Brochothrix tl?ermosphacta, .4lteromonas 
putrefhens y bacterias ácido lácticas (Egan y Shay, 1982; Hitcliner y col., 1982; Blickstad 
y Molin, 1983; Nassos y col., 1983; Hotchkiss, 1988; Schoebitz y col., 1990; Greer y Jones, 
1991). 
3.4 Seguridad de la carne 
El desarrollo tecnológico en el procesamiento y la conservación de los alimentos ha 
proporcionado a los consumidores una gran selección de alimentos con una elevada vida 
útil. Consecuentemente, los compradores de carne han sido más conscientes de la calidad y 
más selectivos. 
El procesador primario debe emplear métodos para asegurar la calidad de la carne 
durante el procesamiento, distribución y venta de la misma a los minoristas o 
consumidores. 
De los numerosos métodos de procesamiento fisico y químico disponibles para 
extender la vida Útil de la carne, la refrigeración es el método más importante de los 
utilizados por la industria cárnica. Sin embargo, en la carne fresca refrigerada pueden 
crecer una serie de microorganismos alterantes como Pseudomonas, Acinetobacter, 
Aeromonas, ciertas enterobacterias y Brochothrrx thrrmosphacta, además de Lactobacillus, 
Staphylococcus, Carnobacterium y Leuconosioc ( Aymerich y Hugas, 1998). 
El envasado al vacío es tal vez el método más común de modificar el ambiente 
interno del envase y es utilizado extensivamente por la industria cárnica. La extensión de la 
vida de anaquel de las carnes envasadas al vacio radica en los cambios que se producen en 
las concentraciones de 0 2  y COZ dentro del envase, yenerándose una selewion microbiana. 
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Como resultado de ellos, se inhibe el crecimiento de especies aeróbicas (especialmente 
Pseudomonas), mientras se tornan predominantes algunas especies de Lactobacillus y 
Brochothrix thermosphacta (Nassos y col., 1983; Hotchkiss, 1988; Schoebitz y col., 1990; 
Greer y Jones, 1991). Mediante este tratamiento la vida comercial del product:, se prolonga 
en forma considerable, entre uc 50 y un 400% (Garriga y col., 1996). 
Los microorganisnios muestran la mayor tolerancia a un factor ambiental adverso 
simple cuando las otras condiciones son óptimas. De forma contraria, dos o más 
condiciones subóptimas del ambiente que actúen simultáneamente ejercerán un efecto 
inhibitorio mucho mayor que cada una de ellas consideradas de forma separada (“concepto 
de obstáculos”) (Hugas, 1998). 
Es de destacar que el efecto colateral indeseable de una determinada barrera 
individual puede ser evitada o reducida al requerirse una menor intensidad en la misma 
cuando se utilizan dos o más obstáculos en forma conjunta para el control de la 
proliferación microbiana. 
3.4.1 Fermentación Iactica como medio de conservación 
La biopreservación puede definirse como la extensión de la vida útil e incremento 
de la seguridad sanitaria de los alimentos mediante la microflora natural o sus metabolitos 
(Aymerich y Hugas, 1998; Hugas, 1998). Puede ser aplicada en los alimentos, en general, y 
en las carnes, en particular, a través de cuatro métodos básicos: 
1.- Adición de cultivos bacterianos viables El éxito en la protección dependerá de la 
capacidad del cultivo bacteriano para crecer en las condiciones ambientales del alimento y 
las originadas por los procesos tecnológicos. No debe producir cambios sensoriales y debe 
ser capaz de crecer competitivamente, en caso de abuso de temperatura 
2.-  Adición de cultivos bioprotectores productores de bacteriocinas. 
3 ,-  Mediante licores de ferrnentacion o sus concentrados procedentes del 
crecimiento de bacterias lácticas en medios coniplejos ’ 
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4.- Como sustancia purificada o semipurificada. 
Los alimentos han sido conservados por acción de las bacterias ácido lácticas desde 
mucho antes que existiera la ciencia de la Microbiología. Históricamente, la preservación 
por fermentación láctica era un proceso empírico por el cual los alimentos crudos sufrían 
cambios que resultaban en alimentos con características y calidades diferentes. 
Probablemente, la leche fermentada por acción bacteriana ha sido consumida desde hace al 
menos 11,000 años (Daeschel, 1989; Hugas, 1993; Fields, 1996; Stiles, 1996). 
Microbiológicamente, las bacterias ácido lacticas se caracterizan por ser Gram 
positivas, comúnmente no móviles, no espomladas y por producir ácido láctico como 
producto principal o único del metabolismo fermentativo. Crecen de manera anaerobia, sin 
embargo, la mayor parte de ellas no son sensibles al oxígeno (anaerobios aerotolerantes). 
La mayor parte de este grupo sólo puede obtener energía del metabolismo de los 
carbohidratos y compuestos relacionados. Según su metabolismo, pueden diferenciarse en 
homofermentadoras (producen virtualmente un único producto de fermentación, el ácido 
láctico) y heterofermentadoras (producen otros productos, en particular etanol, ácido 
acético y COZ) (Brock y Magigan, 1993; Larpent, 1995; Caplice y Fitzgerald, 1999). 
Las bacterias ácido lácticas que crecen en la carne fresca causan interferencia con el 
crecimiento de microorganismos alterantes y patógenos mediante diferentes mecanismos 
como la competencia por nutrimentos, oxígeno, competición por la adhesión al sustrato y/o 
por la la producción de una amplia gama de sustancias inhibitorias, principalmente ácido 
láctico o acético, diacetilo, peróxido de hidrogeno. bacteriocinas y otras sustancias de bajo 
peso molecular (por ejemplo ácido benzoico, metilidanotina y mevalonolactona) (Selgas y 
col., 1993; Aymerich y Hugas, 1998; Hugas, 1998, Niku-Paavola y col., 1999). Al no poder 
esterilizarse la carne antes de aplicar este tipo de microorganismos, éstos deben ser 
altamente competitivos frente a la microflora nativa (Pérez-Chabela y col. 2000b). 
Las bacteriocinas pueden definirse como compuestos de naturaleza proteica, 
biológicamente activos y que exhiben propiedades antimicrobianas sobre otras bacterias, 
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generalmente relacionadas filogenéticamente con el organismo productor (Bruno y 
Montville, 1993). Son pequeños péptidos catiónicos (30 a 60 residuos aminoacídicos) con 
un alto punto isoeléctrico y características anfipáticas (Jack y col., 1995; Nes y col., 1996; 
Uteng y col., 2002). 
Las bacteriocinas pueden ser agrupadas de acuerdo a semejanzas en distintas 
propiedades, como secuencia primaria de aminoácidos, modificaciones químicas, 
propiedades físico-quimicas, actividad antimicrobiana, entre otras. Una de las 
clasificaciones más aceptada es la siguiente (Klaenhammer, 1988; Jack y col., 1995; Nes y 
col., 1996; Hugas, 1998): 
* Clase I: lantibióticos. Son pequeños péptidos que se diferencian por contener 
deshidroaminoácidos o aminoácidos tioeter (lantionina y 3-metillantionina). Se han 
establecido dos subgrupos en base a sus estructuras: el tipo A comprende moléculas 
anfipáticas, con pesos moleculares de 2,164 a 3,488 Da y de 2 a 7 cargas netas positivas, y 
el tipo B consiste en moléculas más globulares, con pesos moleculares de 1,959 a 2,04 1 Da, 
sin carga neta. 
* Clase 11: bacteriocinas termoestables, con pesos moleculares inferiores a 10 kDa, 
no lantibióticos. Se dividen en tres subclases en base a diferencias en sus secuencias N- 
terminal, la formación de poros en la membrana piasmática de las bacterias sensibles o el 
requerimiento de grupos funcionales sulfhidrilos. 
- Clase IIa: péptidos simples con actividad frente a Listeria. 
- Clase IIb: bacteriocinas que requieren de dos péptidos para ser activas. 
- Clase IIc: péptidos que requieren la reducción de residuos de cisteina para 
ser activos. 
* Clase 111: grandes moléculas con pesos moleculares superiores a los 30 kDa, 
termosensibles. En este grupo se incluyen ciertas enzimas extracelulares bacteriolíticas 
(hemolisinas y muramidasas) cuyo significado fisiológico se asemeja al de las 
bacteriocinas. 
* Clase IV: bacteriocinas complejas que contienen lípidos o carbohidratos 
adicionados al péptido. 
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Las bacteriocinas más estudiadas son las de clase I y 11, debido a que son las más 
abundantes, termorresistentes y estables a un amplio rango de pH, por lo que pueden ser 
utilizadas industrialmente (De Vuyst y Vandame, 1994). 
El mecanismo de acción antibacteriano resulta relativamente común para todas las 
bacteriocinas estudiadas hasta el momento. El sitio primario de acción se encuentra en la 
membrana celular de las bacterias sensibles, a las que se adhieren de manera específica o no 
específica. Una vez allí forman un poro y provocan el flujo de K' hacia el exterior celular, 
resultando en un cambio en las cargas eléctricas a través de la membrana y provocando la 
disipación inmediata del potencial de membrana. El gradiente de pH (más alcalino en el 
interior) también se disipa por la actividad de determinadas bacteriocinas, contribuyendo a 
anular el potencial de membrana. Las defensas celulares intentan recuperar los iones 
perdidos y, para ello, utilizan sistemas de transporte a nivel de membrana dependientes del 
ATP, lo que resulta en una rápida . hidrólisis del mismo. Seguidamente, y como 
consecuencia de la pérdida del potencial de membrana y el agotamiento del ATP, se 
produce el cese del crecimiento y la posterior muerte celular (Stevens y col., 1991; Bruno y 
Montville, 1993; Abee y col., 1994; Verheul y col., 1997; McAuliffe y col., 1998; Moll y 
col., 1999). 
No existe información precisa acerca del modo de acción de las bacteriocinas que 
no contienen lantionina, pero se sabe que tienen una rápida acción desestabilizadora sobre 
la membrana citoplasmática de las células sensibles que puede provocar la lisis o estallido 
celular (Pérez-Chabela y col., 2000b). 
Se ha demostrado que la actividad cfc l.i\ hxteriocinas depende del pH del medio 
donde se encuentren (actividad óptima d p t i  h i los ) ,  de la temperatura (disminuyen su 
actividad al disminuir la temperatura. p)~iblemente como resultado de cambios 
experimentados a nivel de la membrana celular bacteriana) y de sus concentraciones (Ahn y 
Stiles, 1990; Biswas y col., 1991; Okereke y 3lontville, 1991; Raccach, 1992; Hugas y col., 
1995; Aymerich y col., 1996; Hugas, 1996; Contreras y col., 1997). 
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La actividad de las bacteriocinas también se ve influenciada de forma negativa, por 
la presencia de iones (especialmente ea++ y Mg"), los cuales ocuparían los sitios de unión 
de las bacteriocinas en las membranas celulares (Biswas y col., 1991). La adición 
simultánea de bacteriocina y algún agente quelante (como por ejemplo el EDTA) 
iricrementa la sensibilidad bacteriana, extendiendo el espectro de acción a bacterias Gram 
riegativas como Salníonellu spp. (Stevens y col., 1991). 
Se ha descrito la aplicación de cepas productoras de bacteriocinas como agentes 
bioprotectores en un gran número de estudios (Ahn y Stiles, 1990; Guerrero-Legarreta y 
col., 1995; Guidolin Milani y col., 1998; Hugas, 1998; Roos y col., 1999). 
. 
Además de evaluar el efecto de estos cultivos sobre microorganismos alterantes, 
también se ha estudiado el efecto sobre patógenos cárnicos. Así, se comprueba la eficacia 
de determinadas bacteriocinas para inhibir la germinación de esporas de C. botulinum en 
productos cárnicos sometidos a refrigeración (Okereke y Montville, 1991). En este mismo 
sentido, se ha evidenciado la potencialidad de las cepas bacteriocinogénicas para actuar 
como biopreservantes en carnes frescas y productos cárnicos, antagonizando el crecimiento 
y desarrollo de Listeria monocytogenes (Schillinger y coi., 1991; Skytta y col., 1993; 
Winkowski y col., 1993; Hugas y col., 1995, Aymerich y col., 1996; Hugas, 1996; Monfort 
y col., 1996). 
3.4.2 Conservación mediante ácidos orgánicos 
El ácido láctico es el principal metabolito producido por las bacterias ácido lácticas 
homofermentativas. Es uno de los ácidos con mayor distribución en la naturaleza y el más 
empleado con fines preservantes (Hugas, 1993; Larpent, 1995). Es incoloro, no volátil, muy 
soluble en agua y con un pK, de 3.857 (van der Marel y col., 1988). 
Su aplicación más importante es como descontaminante de canales de cerdo, vacuno 
y pollo, incrementando la estabilidad microbiológica de las carnes envasadas al vacío 
(Busta, 1982; Nassos y col., 1985; Zamora y Zaritzky, 1987(a); Zamora y Zaritzky, 
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1987(b); van der Marel y col., 1988; Anderson y Marshall, 1989; Mendonca y col., 1989; 
Anderson y Marshall, 1990; Unda y col., 1990; Brewer y col., 1991; Dixon y col., 1991; 
Greer y Jones, 1991; Lamkey y col., 1991; Papadopoulos y col., 1991). No solo el ácido 
láctico es empleado como sanitizante en carnes, los ácidos acético, propiónico y sbrbico 
son otros ejemplos. 
Los productos descontaminantes deben reunir ciertas propiedades para ser utilizadas 
en alimentos: poseer actividad bactericida fuerte y rápida, no dejar residuos que puzdan 
afectar al consumidor, no afectar las características organolépticas y ser aceptado por el 
público consumidor (van der Marel y col. 1988). 
Se han postulado diferentes teorías para describir el mecanismo por el cual los 
ácidos orgánicos ejercen su efecto bactericida. El que mayor consenso tiene es el que 
postula que el ácido orgánico, en su estado no disociado, atraviesa por difusión la 
membrana celular bacteriana favorecido por su carácter lipofílico. Una vez en el interior 
celular, que presenta un pH superior al exterior, el ácido se disocia con el objetivo de 
restablecer el equilibrio (disociadoho disociado), liberando al medio grupos H' y 
acidificando el medio. La bacteria, con el objetivo de restablecer la homeostasis, agota su 
energía activando los mecanismos para eliminar los grupos ácidos hacia el exterior celular. 
Junto con el agotamiento energético, la acidificación del citoplasma bacteriano provocaría 
la competencia con co-enzimas, la inactivacibn enzimática (especialmente la de aquellas 
que posean grupos S-S en su estructura) (Busta, 1982) o la supresión de la oxidación del 
fumarato en microorganismos catalasa +, entre otras acciones (Smulders y col., 1986; 
Young y Foegeding, 1993; Shelef, 1994). 
Otra teoría establece que la incorporación de importantes cantidades de lactato al 
interior bacteriano modifica el equilibrio termodinámico de la reacción por la cual el 
piruvato es reducido a lactato, invirtiéndola y de este modo inhibiendo la ruta metabólica 
más importante de los microorganismos anaerobios (Shelef, 1994). 
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La generación de energía en algunos microorganismos (Streptococcus faecalis, por 
ejemplo) está acoplada con la transferencia transmembranal del lactato. Al hallarse 
concentraciones importantes del mismo en el exterior celular, se inhibiría este transporte y, 
por ende, se desacoplaría la generación de ATP, provocando el agotamiento energético 
celular (Papadopoulus y col. 1991). 
Los ácidos hidroxicarboxílicos como el cítrico, láctico, málico y tartárico poseen 
actividad quelante sobre ciertos cationes (Young y Foegeding, 1993). Se presume que esta 
actividad quelante (especialmente sobre el Fe) es la causante de la actividad antilisteria 
(Shelef, 1994). 
Bajo las mismas condiciones (especialmente de pH) existen diferencias en la 
actividad antimicrobiana de los diferentes ácidos orgánicos, lo que sugiere un efecto 
específico relacionado con la potencia para penetrar en la célula, la parte celular que es 
atacada y la naturaleza química del ataque (Moon, 1983; Mendonca y col., 1989; Unda y 
col., 1990). 
La eficacia del tratamiento con ácidos orgánicos depende de los siguientes factores: 
1 .- Grado y naturaleza de la contaminación inicial: altas concentraciones 
microbianas iniciales están correlacionadas con escasa actividad antimicrobiana (Smulders 
y col. 1986). Se ha demostrado que la sensibilidad de los hongos y levaduras al tratamiento 
ácido es inferior al bacteriano (Moon, 1983). Asimismo, se ha determinado que Listeria 
nzoriocytogenes es más resistente a la acción del ácido láctico que las rnterobacterias, 
siendo éstas a su vez más resistentes que Sdnionefh  fhyphimurium y Campylobacterjejuni 
(Van Netten y col., 1994). 
2.- pH: la actividad antimicrobiana es ejercida por la forma no disociada del ácido, 
gracias a su característica lipofilica. El grado de disociación del ácido está relacionado con 
el pK, del mismo y, obviamente, con el pH del ambiente. Por ello, cuanto más cercano esté 
el pH del medio al pK, de la molécula de ácido orgánico: mayor cantidad de ácido no 
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disociado estará disponib1e:para ejercer su efecto antibacteriano (Smulders y col. 1986; Van 
Netten y col., 1994). En estudios realizados con ácido sórbico (Zamora y Zaritzky, 1987b), 
se ha determinado que la forma no disociada es 45 veces más efectiva que la disociada. 
3.- Temperatura: se ha demostrado que la actividad antibacteriana de las molécdas 
de ácidos orgánicos es mayor a temperaturas de 35°C que a temperaturas de refrigeración 
(Van Netten y col., 1994). 
4.- Otros: la concentración de ácido presente está relacionada directamente con su 
actividad antimicrobiana (Smulders y col. 1986), así como el tiempo de exposición del 
mismo con el material a descontaminar (Van Netten y col., 1994). 
En experimentos en los que se usaron concentraciones del 2-3% de lactato como 
agente sanitizante se observó una disminución del recuento de microorganismos mesófilos 
aeróbicos totales, enterobacterias y psicotrofos. Además se observó reducción en las tasas 
de crecimiento para patógenos como Escherichia coli (Dixon y col., 1991), Campylobacter 
jejuni (Cudjoe y Kapperud, 1991), Clostridium botulinum (Maas y col., 1989), Listeria 
monocytogenes (Young y Foegeding, 1993) y Salmonella spp. (Smyser y Snoeyenbos, 
1978; Dixon y col., 1991). Por otra parte, se evidenció una modificación en la flora 
predominante, estando constituida en un 76 y 95% por bacterias lácticas (especialmente 
Leuconostoc spp. y Lactobacillus spp.) cuando la came se almacena en condiciones de 
aerobiosis o anaerobiosis respectivamente (Nassos y col., 1985). 
La aplicación de ácido láctico en una concentración no mayor del 2% (v/v) no 
modifica el color de la carne ni de la grasa (Smulders y col., 1986). Resultados similares 
fueron obtenidos por diferentes autores (Greer y Jones, 1991; Maca y col., 1995 y 1997a) 
utilizando el tratamiento con ácido láctico sobre carne bovina y determinando el color por 
métodos instrumentales (Hunter Lab) o sensoriales. Brewer y col. (1991) y Lamkey y col. 
(1991) observaron un efecto “protector” del ácido láctico sobre el color rojo de la carne de 
cerdo almacenada a 4 “C, manifestado por un aumento de la relación 630/580 de los valores 
obtenidos en el espectro de reflectancia. Los estudios realizados en carne caprina 
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(Borpuzari y Borpuzari, 1995) indican que porcentajes menores al 0.75% no producen 
efectos sobre el color, determinado de forma sensorial. 
El ácido láctico, en concentraciones no superiores al 2%, no produce modificaciones 
en el aroma de la carne tratada (Smulders y col., 1986; Lamkey y col., 1991). En este 
sentido, se observó también que el tratamiento con ácido láctico disminuía la aparición de 
sabores residuales en carne bovina almacenada bajo refrigeración durante cuatro semanas 
(Maca y col,, 1995 y 1997b). Aplicando a carne caprina concentraciones de ácido láctico no 
superiores al 1% tampoco se altera el sabor de la carne tratada (Borpuzari y Borpuzari, 
1995). La lipooxidación de las grasas se vio reducida cuando la carne de bovino y cerdo fue 
tratada con ácido láctico (Brewer y coi., 199 1 ; Maca y col., 1997b). 
Con respecto a las características de textura; ni dureza, fracturabilidad, cohesividad 
o elasticidad se modificaron cuando la came bovina fue tratada con soluciones de ácido 
láctico al 2% (Maca y col., 1995 y 1997b) 
El L(+) ácido láctico ha sido reconocido como no tóxico por la FAO/OMS desde 
1967, tolerándose concentraciones superiores a 1,500 mg/Kg (Smulders y col., 1986). La 
legislación internacional es poco clara sobre el empleo del ácido láctico como 
biopreservante en carnes: países como Hrlyca y Alemania autorizan su uso; Francia, 
Luxemburgo, Holanda y Nueva Zelanda io prohiben y países como Argentina, Estados 
Unidos y Australia, entre otros, no tornan n ingna  decisión al respecto (Smulders y col., 
1986). 
3.5 Propiedades funcionales 
Si bien el papel primordial de las proteinas como alimentos es suministrar al 
consumidor aminoácidos indispensables para el mantenimiento y desarrollo de los tejidos 
corporales, la aceptabilidad del alimento por pdne del consumidor se basa en atributos 
sensoriales como el color, apariencia, sabor y textura. donde las proteínas imparten tales 
atributos (Damodaran, 1994). 
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La “fun~ionalidad~.. se refiere a todas las propiedades del alimento o de sus 
ingredientes, excepto las nutricionales, que condicionan su utilidad e influyen sobre su 
utilización o como contribuyente directo en los atributos del alimento (Hall, 1996). 
El papel funcional de las proteínas en la calidad sensorial de los alimentos 30 es 
consecuencia de una propiedad fisicoquímica simple, sino la manifestación de una 
compleja interacción de propiedades múltiples (Damodaran, 1994). 
Tabla 4: Funcionalidad de las proteínas en sistemas alimenticios 
~ 
Función - Mecanismo 
S olu b ilid ad Hidrofilia, capacidad de retención de agua. 
Viscosidad Puentes de H, hidratación. 
Gelificación Entrampamiento de agua e inmovilización, formación de una red 
tridimensional. 
Cohesión / adhesión Hidrofobicidad, puentes iónicos y de H. 
Elasticidad Uniones hidrofóbicas, puentes disulfuro. 
Emulsificación Adsorción en interfases, formación de películas 
Unión de aromas y grasa Uniones hidrofóbicas. 
Formación de espumas Adsorción en interfases, formación de películas 
(Damodaran, 1994) 
Las propiedades funcionales más relevantes de las proteínas en los sistemas 
alimenticios se muestran en la tabla 4. Éstas están relacionadas con sus propiedades 
fisicoquímicas y estructurales, como su composición y secuencia aminoacídica, 
distribución de cargas, hidrofobicidad e hidrofilia, estructura secundaria, terciaria y 
cuaternaria y número de dominios estructurales, por ejemplo. Muchas de las propiedades 
fisicoquímicas están directamente relacionadas con la secuencia de aminoácidos, ya que 
son los responsables de la estructura tridimensional y, por lo tanto, de la estabilidad 
térmica, patrón de distribución de cargas en la superficie molecular, distribución de 
segmentos hidrofóbicos e hidrofilicos y de la topoyrafia de la superficie de las proteínas 
(Damodaran, 1994). 
Adicionalmente a los factores moleculares intrínsecos, factores externos como los 
métodos de extracción, pH, fuerza iónica, potencial redox del sistema, así como la 
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interacción con otros componentes del alimento afectan a la funcionalidad proteica. No 
obstante, estos efectos extrínsecos son simples manifestaciones de las alteraciones 
conformacionales y de otras propiedades fisicoquímicas de las proteínas involucradas 
(Damodaran, 1994). 
3.5.1 Color 
El color es ur.a sensación subjetiva, resultado de una compleja serie de iespuestas 
fisiológicas y psicológicas a la radiación electromagnética de longitudes de onda 
comprendidas en el intervalo de 400-700 nm (Pérez-Álvarez y col., 1998). La característica 
más importante por la cual se juzga la calidad de un alimento es su apariencia y el atributo 
más importante de la apariencia es el color. 
El color de la carne y los productos cárnicos es dependiente de las reacciones 
químicas de los pigmentos mioglobina y hemoglobina de las células musculares y residuos 
de la sangre, respectivamente. La mioglobina es una proteína soluble en agua localizada en 
las células musculares, variando su concentración según la especie animal y estando sus 
valores para los bovinos comprendidos entre 2 y 5 mg/g (Livingston y Brown, 1981). La 
molécula de mioglobina puede definirse estructuralmente como una proteína globular muy 
compacta, bastante ordenada y plegada específicamente, enlazada a un grupo hem0 (Acton 
y Dawson, 1994). 
La globina está constituida por 153 residuos aminoacídicos, con un tamaño de 3.6 
nm y un peso molecular de 16.9 kDa. Su estructura está constituida por 8 segmentos 
relativamente rectos, separados por cunaturas ocasionadas por la presencia en la cadena de 
prolina y otros aminoácidos que no forman helices alfa (como serina e isoleucina). La 
molécula de globina es incolora y contribuye a la estabilidad del complejo hemo, a través 
de aproximadamente 20 residuos aminoacídicos que por medio de enlaces hidrofóbicos, 
puentes de H y puentes salinos lo embeben en un  hueco hidrofóbico, protegiéndolo de la 
acción de otros grupos químicos. Esto ocurre salvo cuando la estructura terciaria de la 
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molécula es modificada por acción del calor o de tratamientos ácidos (Livingston y Duane 
Brown, 1981; Acton y Dawson, 1994; Hargrove y col., 1996; Konermann y col., 1997). 
El grupo hem0 está constituido por una estructura anular orgánica compleja, la 
protoporfirina, a la que se halla unido un átomo de hierro. Este átomo posee 6 enlaces de 
coordinación, cuatro de ellos los establece con la molécula plana de la protoporfirina, el 
quinto ligando lo establece con la histidina 93 de la globina y el sexto enlace de 
coordinación está abierto y actúa como sitio de unión a la molécula de oxígeno (figura 4) 
(Acton y Dawson, 1994). 
Figura 4: Estructura de la rnioglobina (Badui, 1999) 
La globina, llamada también apomioglobina, pierde aproximadamente el 20% de su 
estructura helicoidal luego de ser removido el grupo hemo, siendo entonces sumamente 
sensible a la desnaturalización. La estructura helicoidal se recupera al recombinarse con la 
protoporfirina (grupo hem0 sin el átomo de hierro), sugiriendo que el átomo de hierro no es 
esencial para la conformación tridimensional de la mioglobina (Solberg, 1970). 
Revisión Bibliopáfica 34 
La función de la mioglobina es almacenar oxígeno en la célula muscular, lo que 
permite al músculo realizar reacciones metabólicas a tasas mucho mayores que las que 
podría desarrollar con solo el aporte de oxígeno vía circulación sanguínea. Para ello utiliza 
el sexto enlace de coordinación del hierro en estado ferroso (Fe"), uniendo de forma 
reversible el oxígeno. Cuando esta unión ocurre, el color de la mioglobina cambia de 
púrpura a rojo brillante (Collman y Fu, 1999). 
El sexto enlace de coordinación del hierro no es, sin embargo, específico para el 
oxígeno, aunque existen algunas limitaciones en cuanto a las moléculas que pueden 
establecer uniones con el hierro de la mioglobina: el espacio remanente dejado por la 
globina estructurada en torno al grupo hem0 es pequeño y, por ende, sólo pequeñas 
moléculas pueden penetrar. Además, sólo moléculas que puedan inducir bajos estados 
energéticos son capaces de formar complejos estables. Tres ligandos de importancia para la 
carne cumplen estos requisitos: oxígeno, óxido nítrico y monóxido de carbono (Young y 
West, 2001). 
Cuando el hierro se encuentra en estado férrico (Fe3'), la alta carga del hierro une 
electrones de forma más fuerte e impide la donación de electrones imprescindibles para 
ligar la molécula de oxígeno (Livingston y Brown, 198 I). Por esta razón, la mioglobina en 
estado férrico (denominada metamioglobina) no puede ligar oxígeno, aunque sí una 
molécula de agua. En el animal vivo, la NADH-citocromo bs oxidoreductasa reduce la 
metamioglobina a su estado ferroso y previene la acumulación de metamioglobina 
(Shikama, 1998). En la carne postmortem la oxidación del hierro debe evitarse, ya que el 
color marrón que se origina hace a la carne poco atractiva para los consumidores (Young y 
West, 2001). La actividad metamioglobina reductasa se localiza predominantemente en la 
superficie mitocondrial (Arihara y col., 1995). La enzima requiere NADH como reductor y 
citocromo bs como un mediador de la transferencia de electrones. Su actividad muestra un 
máximo a pH de 6.4-6.5, disminuyendo bruscamente a pHs por debajo de 6 (Young y West, 
200 1). 
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La reacción de formación de metamioglobina a partir de oximioglobina (mioglobina 
oxigenada) es denominada “autooxidación”, debido a que ocurre con la oximioglobina 
como única especie reactiva. Comparada con la tasa de reacción de la mioglobina con el 
oxígeno, que es de segundos, la tasa de autooxidación a pHs fisiológicos se mide en horas, 
ya que presenta una barrera mergética superior (Shikama, 1998). 
El mecanismo completo de la autooxidación se encuentra aún bajo debate, pero 
estudios recientes indican que, en una primera etapa, la oximioglobina se descompone en su 
estado férrico y se produce un radical superóxido. La reacción simplificada quedaría de la 
siguiente manera (Shikama, 1998): 
MbFe” + O2 -metMbFe3’ + 0 2 -  (ecuación 1 )  
La presión parcial de oxígeno representa un factor que modifica la tasa de 
autooxidación, siendo ésta máxima a una presión de 1.5 mm de mercurio, lo que 
corresponde a la concentración requerida para extraer el 50% de mioglobina saturada con 
oxígeno (Shikama, 1998; Young y West, 200 I ) 
La tasa de autooxidación es también dependiente del pH, siendo máxima a valores 
de 5.5 y disminuye marcadamente cuando el pH asciende por sobre valores de 6 El 
incremento de la tasa de autooxidación por la disminución en el pH puede interpretarse 
como una consecuencia de la protonación del complejo Fe2+ ( 0 2 )  para formar la especie 
ácida FeZ+ (Hoz’), que rápidamente se disocia en Fe‘* y H20 En este esqriema, la histidina 
distal de la globina serviría como proteccion .d complejo Fe” (02) a pH neutro mediante la 
formación de un puente de hidrógeno pard uni r  el oxígeno y bloquear el ingreso de 
moléculas de agua. Cuando el puente de t i  \e pierde la especie inerte es convertida 
fácilmente a su forma protonada, dando lugar a una formación muy rápida de 
metamioglobina (Shikama, 1998). 
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Al incrementar la temperatura, la tasa de reacción de autooxidación se incrementa 
de forma paralela. Una disminución en la temperatura desde 22 "C a -2 "C se traduce en una 
diminución de 40 veces la tasa de autooxidación (Young y West, 2001). 
El color se asocia, pues, con el propio alimento pero también con los tratamientos 
tecnológicos o procesos degradativos que =fie el mismo Esta propiedad nos permite 
valorar de forma rslpida la calidad de muchos aliriientos y en su medición se basan 
numerosas normas oficiales de control de calidad. El ojo humano está capacitado para 
apreciar pequeñas dihencii de color; sin embargo esta determinación subjetiva presenta 
graves inconveaientes para su empleo: no es reproducible y la nomenclatura utilizada es 
confiisa (Pérez- Ál-2 y COL, 1998). 
- 3- 
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Figura 5: Sólido de color L* a* b* 
La medición objetiva (instrumental) del color está basada en un sistema 
tridmnsional esfenco del color, definido por tres coordenadas colorimétricas 
adimensiodes: L*, a* y b* (figura 5). L* es la medición de la luminosidad donde O 
equivale al negro y 100 al blanco. Las coordenadas colorimétricas (a* b*) forman un plano 
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perpendicular a la luminosidad. La coordenada a* define la desviación del punto 
acromático correspondiente a la claridad, hacia el rojo si es positiva y hacia el verde si es 
negativa. Por su parte, la coordenada b* define la desviación hacia el amarillo o hacia el 
azul si es positiva o negativa, respectivamente. La tonalidad es ei arcotangente (b*/a*) y 
determina la rotación sobre los ejes a* y b*. La cromaticidad es la medición de intensidad 
del color y se calcula como (a*2 + b*2)”2 (Little, 1975; Pérez-Álvarez y col., 1998). 
Cassens y col. (1995) definieron un método de referencia para preparar muestras, fuente de 
luz, geometría de la iluminación, ángulo del observador y otros paránietros que deben 
especificarse para que los datos sean reproducibles y comparables con otras fuentes. 
Por su parte, un objeto puede absorber (o por el contrario reflejar) una parte o la 
totalidad de la luz que recibe. La proporción de luz que refleja puede variar según la 
longitud de onda de la luz incidente, debido a que los pigmentos absorben más a unas 
determinadas longitudes de onda que a otras, de esta forma un objeto puede caracterizarse 
por su espectro de reflexión (Pérez-Álvarez y col., 1998). Los espectros de reflexión 
obtenidos para los diferentes estados del pigmento c h i c o  se muestran en la figura 6 
(Young y West, 2001). Se puede observar que a una longitud de onda de 630 nm hay un 
valor de reff ectancia máximo para la oxirnioglobina y mínimo para la metamioglobina. Por 
el contrario, a 580 nm se invierten y el máximo YO de reflectancia le corresponde a la 
metamioglobina y el mínimo a la oximioglobina. 
Utilizando el cociente (o la diferencia) entre los porcentajes de reflectancia a 
longitudes de onda de 630 y 580 nm se pueden obtener “índices” que permiten establecer el 
seguimiento de los cambios en el color de la came fresca, presentando estos índices una 
buena correlación con la aceptabilidad del consumidor y evitando la alteración de la 
muestra (Eagerman y col., 1978; Hunt, 1980; Pérez-Álvarez y col., 1998). 
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Figura 6: Comparación de los espectros de reff ectancia para soluciones de mioglobina, 
oximioglobina y metamioglobina (Young y West, 2001) 
3.5.2 Solubilidad 
La solubilidad puede ser definida como el porcentaje total de proteína muscular que 
permanece en solución bajo condiciones especificas y que no es sedimentable bajo fuerzas 
moderadas de centrifugación. Por lo tanto, representa un estado de equilibrio entre el soluto 
(proteína) y el disolvente (Xiong, 1994). La solubilidad de las proteínas c h i c a s  es 
probablemente la propiedad funcional más importante, por la influencia que representa 
sobre otras propiedades fisicas (Hall, 1996) 
La solubilidad de las proteínas está relacionada con la hidrofobicidad superficial 
(interacciones proteína-proteína) y su hidrofilia (interacción proteína solvente). Las 
propiedades superficiales de las proteínas son el resultado de la composición en 
aminoácidos, la distribución de éstos y la tlexibilidad de la molécula. La proporción 
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relativa de grupos hidrofóbicos e hidrofilicos en la superficie molecular dictará el grado de 
solvatación (Hall, 1996). 
La conformación proteica está determinada por el ambiente de solvatación. En 
. soldcihn, las cadenas de aminoácidos están afectados por tuerziis de van der Waals, puentes 
de hidrógeno e interacciones electrostáticas e hidrofóbicas. Para minimizar la energía lTor e 
de estabilización, los aminoácidos hidrofilicos se orientan hacia la superficie molecular y la 
mayoría de los aminoácidos hidrofóbicos se exponen al interior de la molécula (Vojdani, 
1996). 
El pH del ambiente influye marcadamente sobre la solubilidad proteica, ya que en 
ambiente acuoso las proteínas tienden a poseer una carga neta de O en las proximidades de 
su punto isoeléctrico. En este punto las proteínas presentan su menor solubilidad debido al 
incremento de las interacciones proteína-proteína en detrimento de su interacción con el 
agua. A pHs alejados del punto isoeléctrico, la proteína adquiere carga positiva o negativa y 
aumentan las interacciones del agua con las cargas de la proteína. La repulsión generada en 
la molécula proteica contribuye al incremento de la solubilidad y la estabilidad en solución. 
A pHs extremos (ácidos o básicos) la proteína puede perder su plegamiento y exponer de 
esta forma grupos hidrofóbicos. Esta desnaturalización por valores bajos o altos de pH 
ocurre por una disminución en las uniones electrostáticas ( H u h ,  1993; Vojdani, 1996). 
Para algunas proteínas el incremento en la concentración de sales aumenta la 
solubilidad, ya que estas interactúan con grupos cargados opuestos de la prcteína para 
formar una doble capa de grupos iónicos. De esta forma disminuyen las interacciones 
electrostáticas entre las moléculas proteicas. Superada cierta concentración límite de sales 
la solubilidad decrece, debido a que en este punto existe una competencia entre la proteína 
y la sal por el agua, incrementándose las interacciones hidrofóbicas entre las cadenas 
proteicas (Wismer-Pedersen, 1994). 
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La solubilidad normalmente está en función de la concentración de proteína: a altas 
concentraciones, parte de las proteínas se insolubilizan y precipitan bajo centrifugación 
(Hall, 1996). 
3.5.3 Propiedades de ernulsificación 
Una emulsión es un conjunto de ai menos dos líquidos inmiscibles, uno disperso 
(fase dispersa o interna) en el otro (fase continua o externa) en forma de gotas f i a r  (Das y 
Kinsella, 1990). En alimentos, los materiales que generalmente forman emulsiones son el 
agua y el aceite o grasa inmiscibles. Si el aceite es la fase dispersa y el agua la continua la 
emulsión se denomina aceite en agua (por ejemplo las mayonesas), aunque también se 
presentan emulsiones agua en aceite (por ejemplo la mantequilla). Las emulsiones 
representan una forma aceptable, en términos de apariencia y palatabilidad, para productos 
alimenticios, ayudan a regular la textura y permiten incorporar ingredientes hidro y 
liposolubles (Flores y Bermell, 1985; Das y Kinsella, 1990). 
La energía requerida para que una molécula pueda ser solubilizada en agua es 
aproximadamente igual a la energía de los puentes de H entre las moléculas de agua que 
deben romperse para solubilizar dicha molécula. Este proceso ocurre siempre que la 
interacción entre el agua y la molécula a disolver sea más favorable que la interacción entre 
las propias moléculas de agua. Para moléculas no polares, la energía libre de transferencia 
desde un disolvente no polar al agua es positiva. El resultado de este proceso es un 
incremento en las uniones puente de H, impartiendo mayor estructurd al sistema y 
minimizando el contacto con la sustancia no polar; de esta forma se logra reducir al mínimo 
la tensión en la interfase (Cameron y col., 199 1 ; Mangino, 1994). 
El factor crítico en la formación de una emulsión depende de la aplicación de 
agentes emulsionantes, cuya función es reducir la energía libre asociada a la dispersión de 
finas gotas de aceite en agua. Los agentes emulsionantes son moléculas anfipáticas, por lo 
que una parte de la molécula es soluble en agua y la otra soluble en disolventes no polares 
(Cameron y col., 1991; Mangino, 1994). 
Revisión Bibliográfica 41 
~~ ~ 
Muchas proteínas pueden ser añadidas a las emulsiones con el objetivo de ayudar en 
su formación e incrementar su estabilidad, causando una disminución pronunciada en la 
tensión superficial (Nakai, 1983). En su estado nativo, la mayor parte de los aminoácidos 
hidrofóbicos componentes de la cadena proteica se localizan en el interior de la molécula, 
exponiendo la proteína hacia el agua los grupos cargados (Mangino, 1994). Siendo 
moléculas anfípáticas, las proteínas tienden a orientarse hacia la interfase polar-no polar, 
debiendo alcanzar la misma para poder exhibir su funcionalidad (al igual que ocurre con los 
otros agentes emulsionantes). 
Cuando ocurre el desplegamiento tie la molécula proteica en la interfase agua-aceite, 
los grupos hidrofóbicos se insertan en la fase lipídica, ocurriendo la reacción de forma 
espontánea por su baja energía de activación, al perderse algo de la energía conforrnacional 
y de hidratación de las proteínas. En la interfase, las proteínas pierden su plegamiento en 
diversos grados, se reorientan' y rearreglan (Das y Kinsella, 1990). Los residuos 
hidrofóbicos ingresarán al ambiente no polar, siempre y cuando no existan grupos cargados 
en la proximidad y forman una película cohesiva continua. La probabilidad de que los 
grupos hidrofóbicos de la proteína se retiren. de la interfase agua-aceite es inversamente 
proporcional al número de puntos de adhesión y a la flexibilidad proteica (Nakai, 1983; 
Mangino, 1994). El grado de desplegamiento de la proteína está directamente relacionado 
con la distribución de los grupos hidrofóbicos, mientras que, en apariencia, el contenido de 
uniones covalentes S-S y el dominio a-hélice no tienen efecto sobre este fenómeno 
(Phillips, 1981; Das y Kinsella, 1990). 
Los factores que afectan a las propiedades emulsionantes de las proteínas son: la 
cinética de adsorción a la interfase, la disminución de la tensión en la misma, la reología de 
la película cohesiva y la hidrofobicidad superficial de las proteínas (Das y Kinsella, 1990). 
Las emulsiones son sistemas termodinámicamente inestables. Los principales 
procesos de desestabilización de una emulsión son el cremado, la, floculación, la 
coalescencia y la maduración de Ostwald (Das y Kinsella, 1990; Cameron y col., ,1991). 
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Debido a que la densidad de la mayoría de los aceites es menor que el agua, existe 
siempre la tendencia de la fase oleosa a concentrarse en la superficie de las emulsiones. La 
tasa de cremado (v) depende del radio del glóbulo (d), de la diferencia de densidad entre el 
aceite y la fase acuosa (Ap) y de la viscosidad (q) del medio. Se expresa por medio de la 
ecuación de Stokes: 
v = Ap g d2/18q (ecuación 2) 
siendo g la fuerza de gravedad (Das y Kinsella, 1990; Hill, 1996). 
De acuerdo con esta ecuación, la velocidad de cremado puede reducirse al disminuir 
la diferencia de densidad entre las fases, al reducir el tamaño del glóbulo o al incrementar la 
viscosidad de la fase continua (Cameron y col., 1991). La tasa de cremado es dependiente 
de la fracción de la fase dispersa, siendo baja en emulsiones concentradas y constituyendo 
un problema tecnológico para fases dispersas poco concentradas (Das y Kinsella, 1990; 
Mangino, 1994; Hill, 1996). 
La floculación se define como el proceso por el cual dos o más glóbulos se agregan, 
sin pérdida de su identidad, por la existencia de una fuerza neta de agregación entre los 
glóbulos. Este fenómeno puede prevenirse al incorporar una barrera eléctrica que genere 
repulsión entre los glóbulos. La floculación ocurre en presencia de macromoléculas que 
actúan como emulsionantes, formándose uniones entre los glóbulos y generándose una 
extensa red de glóbulos interconectados que incrementan la viscosidad de la emulsión 
(Damodaran y h a n d ,  1997). La floculación de las emulsiones depende de la proteína 
utilizada y de condiciones de la solución, como pH y fuerza iónica. En las emulsiones que 
contienen sales la barrera de repulsión eléctrica disminuye y facilita la floculación (Das y 
Kinsella, 1990; Mangino, 1994; Hill, 1996). 
Si las fuerzas atractivas entre los glóbulos son tan grandes como para mantenerlos 
muy cercanos entre sí y fallan los estabilizantes, acontece la coalescencia. Las cargas 
residuales sobre la superficie de los glóbulos lipídicos generan una repulsión entre ellos y 
favorecen la estabilidad de la emulsión. Estas fuerzas pueden interactuar a través de 
interacciones dipolo-dipolo y generar que los glóbulos se aproximen entre sí. Estas son 
Revisión BibliogrSica 43 
fuerzas débiles pero causan coalescencia cuando la distancia de separación es pequeña; el 
proceso disminuye la superficie interfacial de la emulsión y por’tanto la energía superficial. 
La coalescencia es la principal causa de inestabilidad de las emulsiones, origina la ruptura 
de la película interfacial y es irreversible. La tasa de coalescencia disminuye al incrementar 
la carga neta sobre el glóbulo, la viscosidad del sistema y la elasticidad de la película en la 
interfase y, también, al disminuir el tamaño del glóbulo (Das y Kinsella, 1990; Mangino, 
1994; Hill, 1996). 
La maduración de Ostwald se relaciona con el transporte difusional de material 
desde glóbulos pequeños hacia otros más grandes, fenómeno que se sugiere que acontece 
en emulsiones con lípidos de diferente punto de fusión. La tasa de transporte es 
directamente proporcional a la concentración de emulsionante libre, ya que 
presumiblemente sirven como transportadores de lípidos. Si la maduración de Ostwald 
ocurre, el diámetro promedio de los globulos tiende a incrementarse. En emulsiones 
estabilizadas por proteínas éste es un proceso de bajo impacto sobre la estabilidad de la 
emulsión (Das y Kinsella, 1990; Mangino, 1994; Hill, 1996). 
La estabilidad de una emulsión depende, además de los factores anteriormente 
mencionados, de la capacidad de la proteina para acceder rápidamente a la interfase y 
formar una película viscoelástica en ella La formación de esta película depende de 
interacciones no covalentes, uniones por puentes de H; interacciones electrostáticas, 
hidrofóbicas y covalentes (puentes S-S) entre las moléculas de proteína adsorbidas 
(Damodaran y h a n d ,  1997). 
Para actuar como un emulsionante ideal las proteínas deben presentar, pues, una 
serie de propiedades: alta hidrofobicidad superficial, limitada tendencia a la agregación, 
suficiente hidrofilia para mantenerse en solucion en un amplio intervalo de pH, alta 
capacidad de absorción y capacidad para reducir la tensión de la interfase, buena y 
balanceada distribución de los dominios hidrofobicos e hidrofilicos a lo largo de la 
molécula, capacidad de formación de una película cohesiva en la interfase aceite-agua, alto 
grado de flexibilidad conformacional y alto grado de densidad de carga, preferencialmente 
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expuesta a la fase acuosa para crear una barrera de repulsión eléctrica y reducir el 
acercamiento y coalescencia de los glóbulos (Das y Kinsella, 1990; Darnodaran y h a n d ,  
1997). 
Las emiilsiones alimenticias se forman generalmente a temperaturas de 60 OC, ya 
que las interacciones de los grupos hidrofóbicos y las interacciones entre el emulsionante y 
los lípidos son óptimas a esa temperatura. La formación de emulsiones a la temperatura 
citada favorece las interacciones necesarias para garantizar la estabilidad de las mismas. Ai 
disminuir la temperatura, el agua adquiere mayor estructura y, adicionalmente, la formación 
de cristales de hielo provoca daños fisicos en la emulsión e incrementa la tasa de 
coalescencia (Mangino, 1994). Es importante destacar que la temperatura a la cual una 
proteína desarrolla sus mejores propiedades como emulsionante varía, siendo de alrededor 
de 45 "C para proteínas musculares (Li-Chan y col., 1985). 
El pH de la emulsión es un criterio importante con respecto a la cantidad de proteína 
adsorbida en la interfase y, consecuentemente, en la estabilidad de la emulsión. Cuando el 
pH de la emulsión coincide con el punto isoeléctrico de la proteína se forma una película 
más condensada, se incrementa la concentración de proteína en la interfase y se forma, 
consecuentemente, una película en la interfase más viscosa y elástica. La repulsión eléctrica 
de los glóbulos es mínima para valores de pH cercanos al punto isoeléctrico, resultando en 
una menor estabilidad de la emulsión (Yamauchi y col., 1980; Phillips, 1981; Das y 
Kinsella, 1990; Mangino, 1994). 
La interacción de las proteínas con los lípidos es hidrofóbica por naturaleza, por lo 
que un examen de la naturaleza hidrofóbica de la proteína es de ayuda para predecir su 
capacidad emulsionante. De todas formas la emulsificación está más fuertemente 
relacionada con la accesibilidad de los grupos hidrofóbicos a la superficie que con el 
número total de grupos hidrofóbicos presentes en la molécula (Nakai, 1983; Mangino, 
1994). 
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Se ha observado que, dentro de determinados intervalos (35-95%), la solubilidad no 
es el factor principal que determina la capacidad de una proteína como emulsionante. No 
obstante, la proteína debe interaccionar con otras moléculas y ser capaz de dispersarse en la 
fase continua (Nakai, 1983; Li-Chan y col., 1985; Mangino, 1994). 
Los productos cárnicos elaborados en forma de pasta fina se consideran emuisiones 
riel tipo aceite en agua, en las que las proteínas actúan como agentes emulsionantes. La 
hidratación de las proteínas influye sobre la estabilidad de la emulsión, al formar una matriz 
cohesiva y viscosa en la cual son englobadas e inmovilizadas las partículas de grasa (Flores 
y Bermell, 1985; Barbut, 1994). 
En productos cárnicos emulsionados las proteínas miofibrilares tienen las 
propiedades funcionales más eficientes y ayudan a estabilizar la emulsión en mayor grado 
que las restantes proteínas cárnicas (Totosaus y col., 1998). Según estudios realizados por 
Galluzzo y Regenstein (1 978), la miosina presenta las mejores propiedades emulsionantes, 
mientras que la actina genera películas con partículas gruesas (no finamente globulares). 
Si bien se ha sugerido que emplear proteínas en emulsiones a un pH cercano a su 
punto isoeléctrico genera una película más condensada e incrementa su concentración en la 
interfase, la capacidad de emulsión de las proteínas miofibrilares se reduce a medida que el 
pH de la solución se acerca al punto isoeléctrico de la miosina. Una disminución similar en 
la capacidad de emulsificación se observa al disminuir la concentración de sal desde 0.3 a 
O. 1 M (Gailuzzo y Regenstein, 1978; Flores y Bermell, 1985; Li-Chan y col., 1985). 
La hidrofobicidad e hidrosolubilidad de las proteínas cárnicas son importantes 
parámetros que afectan a las propiedades de emulsificación. Para muestras con alta 
solubilidad (superior al 50 %), la hidrofobicidad es el parámetro más importante que afecta 
la capacidad de emulsificación. Para muestras poco solubles es la hidrosolubilidad el factor 
crítico (Voutsinas y col., 1983; Li-Chan y col., 1984). 
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3.5.4 Propiedades de gelificación 
La formación de un gel puede describirse como un fenómeno de agregación en el 
cual las fuerzas atractivas y repulsivas se encuentran balanceadas para formar una red 
tridimensional capaz de retener gran ca.ntidad de agua. Si las fuerzas atractivas predominan 
se forma un coágulo, en donde la red es desordenada y el agua no es retenida (Matsumura y 
Mori, 1996). 
La gelificación inducida por calor ha sido simplificada por Ferry en 1948, 
definiéndola como un proceso de dos etapas que involucra ei desplegamiento de la 
molécula proteica seguido por la agregación de las proteínas para formar una red de 
interconexiones entre las cadenas (Ziegler y Acton, 1984; Smith, 1994; Matsumura y Mori, 
1996). Este modelo de gelificación es válido para proteínas con dominios simples, como la 
ovoalbúmina, a-lactoalbúmina, lisozima o P-lactoglobulina (Smith, 1994). 
En las proteínas cárnicas, la rniosina es la molécula proteica responsable de la 
mayor parte de las propiedades de gelificación. Esta proteína contiene dominios múltiples 
(entendiéndose por dominios estructurales las regiones, de aproximadamente 200 
aminoácidos, que pueden considerarse como independientes una de otras), dominios que, 
son capaces de desplegarse independientemente de los otros dominios, aún dentro de la 
misma molécula (Smith, 1994). Mediante calorimetría diferencial de barrido se determinó 
la existencia de 10 dominios estructurales en la molécula de miosina (Smyth y col., 1996; 
Vega-Warner y Smith, 2001) (Figura 7) .  
La molécula de actina, por su parte, no es capaz de formar una red tridimensional al 
ser sometida a calentamiento. No obstante, en presencia de miosina se visualiza un efecto 
sinérgico y de complementación con la capacidad de unión evidenciada por la miosina. Una 
buena relación miosinaíactina es esencial para el desarrollo de un gel rígido (Sano y col., 
1989; Barbut, 1994; Boyer y col., 1096). Los geles obtenidos a partir de miosina sola 
muestran los mayores valores de rigidez y los preparados con miosina con pequeñas 
cantidades de actina presentan el mayor grado de elasticidad (Sano y col., 1989). La 
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tropomiosina y la troponina, por el contrario, no presentan un papel activo en la gelificación 
inducida por calor de la actomiosina (Ziegler y Acton, 1984; Jiménez-Colmenero y col., 




Figura 7: Calorimetría diferencial de barrido para miosina (Srnyth y col., 1996) 
La capacidad para formar geles es mayor para el caso de la miosina intacta, seguida 
a continuación por la porción de la cola de la molécula y finalmente por las cabezas 
globulares (Sl)  (Samejima y col., 1981). Las cadenas pesadas de la miosina son las 
responsables de la gelificación inducida por calor de dicha proteína, siendo escasa la 
contribución de las cadenas ligeras (Sano y col., 1990a). Las cadenas alcalinas ligeras son 
menos estables que las del tipo DTNB pero no forman agregados, lo que sugiere que las 
cadenas ligeras no son formadoras de redes tridimensionales tipo gel. Morita y Ogata 
(1991) reportaron que la cadena ligera de miosina DTNJ3 muestra una tendencia marcada a 
la agregación, evidenciando un papel importante en la unión de la miosina y la actina. 
Asociándose con las cadenas pesadas de miosina, las cadenas ligeras influyen sobre la 
estabilidad térmica y el perfil de agregación de la miosina (Sano y col., 1990a; Sano y col., 
1990b; Chan y col., 1993; Smyth y col., 1996). 
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El desarrollo de la desnaturalizacibn de la miosina es muy complejo, estando cada 
transición térmica asociada con una región discreta de la molécula. Por ello, dicho 
desarrollo es interpretado en términos de las diferentes estabilidades térmicas intrínsecas de 
cada región: la porción de la cola de la miosina es el principal subfragmento asociado con 
la gelificación, la meromiosina ligera y el subfragmento S1 son los responsables de la 
desnaturalización y agregación térmica a temperaturas por debajo de 55 "C y el 
subfragmento S2 se desnaturaliza y agrega encima de dicha temperatura (Sano y col., 
1990a; Sano y col., 1990b; Chan y col., 1993; Tazawa y col., 2002). 
La formación de enlaces S-S en la región S 1 de la molécula de miosina contribuye a 
la creación de una matriz tridimensional en un rango de temperaturas de 45-55 "C 
(Samejima y col., 1981), debido posiblemente a que la cabeza globular posee 12 ó 13 de los 
42 grupos tioles (SH) presentes en la molécula de miosina (Smyth y col., 1998). Arriba de 
los 55 "C, los enlaces disulfuro son menos importantes para la gelificación de la miosina. 
La cola de la miosina (meromiosina ligera y S2) es posiblemente la responsable de la 
formación del gel a dichas temperaturas, vía interacciones hidrofóbicas y puentes de H 
(Smyth y col., 1998; Visessanguan y col., 2000). 
Es importante controlar el proceso de desnaturalización para obtener las 
características de gel deseadas, ya que es un proceso o secuencia en el cual el arreglo 
espacial de las cadenas polipeptídicas dentro de las moléculas cambia desde las condiciones 
de la proteína nativa hasta un arreglo mucho mas desordenado. Este proceso no engloba 
eventos excluyentes y constituye un proceso continuo en varias áreas de la molécula 
proteica, cambiando a diferentes velocidades La estructura intacta de la miosina permite 
que cada dominio estructural se despliegue paso por paso y refleje la naturaleza cooperativa 
de la transición. Las propiedades de yelificación de la miosina están altamente 
correlacionadas con la longitud de la porción de a-hélice de la molécula (Visessanguan y 
An, 2000). 
La gelificación de proteínas miofibrilares es pH dependiente, observándose mayor 
fuerza de gel a pH de 6-6.5 (Ishiroshi y coi., 1979, Samejima y col., 1981; Ziegler y Acton, 
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1984; Flores y Bermell, 1986; Xiong, 1902; Lan y col., 1995b). El efecto del pH sobre la 
rigidez de estos geles, podría atribuirse a las modificaciones en la asociación proteína- 
proteína, resultado del balance de fuerzas electrostáticas y de otras uniones. La contribución 
de estas unioneshteracciones para cada molécula proteica presente en los geles depende 
del g a d 0  de desdoblamiento proteico, el cual también está kfectado por el pH (Xiony, 
1092). 
La fuerza del gel generada por proteínas miofibrilares disminuye de forma paralela a 
la disminución en la fuerza iónica desde 0.6 M a 0.1 M de NaCI. La adición de fosfatos 
incrementa la rigidez del gel formado (Samejima y col., 1985; Flores y Bermell, 1986). La 
entalpía de desnaturalización de las proteínas miofibrilares muestra una tendencia a 
disminuir conforme aumenta la concentración de NaC1. Esto sugiere que la adición de sales 
disminuye la estabilidad de la actina y miosina, posiblemente modificando la distribución 
de cargas en la superficie molecular y, por ende, las interacciones electrostáticas que 
estabilizan a la molécula nativa (Sano y col., 1990b). La adición de fosfatos, por su parte, 
también desestabiliza la molécula de miosina (menor entalpía de desnaturalización), 
posiblemente mediante uniones de naturaleza electrostática con la miosina (especialmente 
con el fragmento Si) ,  lo que resulta en cambios estructurales que facilitan el 
desplegamiento de la proteína. Mediante análisis reológicos dinámicos, la adición de sales y 
fosfatos modifican el módulo de almacenamiento (G’), probablemente como consecuencia 
de alteraciones en las cinéticas de desnaturalización y agregación, partes fundamentales del 
proceso de gelificación (Samejima y col., 1985; Liu y Xiong, 1997). Samejima y col. 
(1985) indican que la rigidez del gel es proporcional a la solubilidad proteica, aunque otros 
autores (Xiong, 1992; Liu y Xiong, 1997) no consideran a la solubilidad como el único 
parámetro a considerar. 
Bajas tasas de calentamiento permiten un mayor tiempo para que las proteínas se 
desplieguen, interactúen entre ellas y establezcan una matriz más rígida (Camou y col, 
1989; Barbut y Mittal, 1990). Altas tasas de calentamiento posiblemente favorecen una 
rápida asociación de las moléculas proteicas y, como resultado, la interacción proteína- 
proteína ocurre en una forma menos ordenada, favoreciéndose los procesos de nucleación y 
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crecimiento (Foegeding y col., 1986; Jiménez-Colmenero y col, 1994; Lefevre y col., 
1998). Para una velocidad determinada de desnaturalización, cuanto más pequeñas sean las 
fuerzas de atracción entre las cadenas de proteína desnaturalizada más lento será el segundo 
proceso. De esta forma, la proteína libre desnaturalizada se acumulará como iin 
intermediario en el curso de la gelificación y se obtendrá una red de gel más fina (Ziegler y 
Acton, 1984; Liu y col., 1996). 
El módulo de almacenamiento (G’) es un índice de la rigidez del material, pero no 
de la elasticidad del mismo (Barbut y Mital, 1989). Para medir ia elasticidad de los geles se 
utiliza el cociente entre el módulo de pérdida y el módulo de almacenamiento (tangente 
G”/G’ = 6). Este término representa cuánta energía es almacenada y recuperada en cada 
ciclo de deformación (componente G’) y cuánta energía se pierde en cada ciclo por 
disipación viscosa .(componente G”) (Stanley y col., 1996). Para un cuerpo perfectamente 
elástico el esfuerzo está en fase con la deformación (6 = O’), por io que toda la energía es 
almacenada y recuperada. Para un cuerpo perfectamente viscoso (Newtoniano), el esfuerzo 
está totalmente fuera de fase y toda la energía se disipa viscosamente (6 = 90’) (Stanley y 
col., 1996; Visessanguan y col., 2000). 
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4 Objetivos 
1. General 
Estudiar las modificaciones en la carne bovina sometida a tratamientos ácidos para 
extender su vida Útil y la hncionalidad de las proteínas miofibrilares de carne roja bovina 
sujeta a dichos tratamientos y su posible cambio estructural. 
2. Específicos 
* Evaluar el efecto de los tratamientos ácidos sobre el pH, grupos sulfhidrilos, 
gelificación, solubilidad, emulsificación y color de la carne bovina. 
* Determinar el efecto inhibitorio de los tratamientos ácidos sobre microorganismos 
de descomposición. 
* Estudiar el efecto de la conservación ácida sobre 1a.formación de ácidos grasos 
libres de cadena larga y la producción de aminas biogénicas. 
* Evaluar el efecto de la conseivación ácida sobre la degradación de proteínas 
contráctiles mayores (miosina y actina) y su ultraestructura. 
MATERIALES 
MITODOS 
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' 5 .  Materiales y Métodos 
5.1 Obtención de las muestras 
Las muestras fueron obtenidas a partir del músculo Psoas m q o r  de bovino, 6 a 7 
horas transcurridos desde la matanza y evisceración. No se consignaron datos sobre la raza, 
sexo y edad de los animales o condiciones previas. Con el objeto de minimizar la población 
microbiana inicial, la superficie c h i c a  fue flameada y tratada bajo estrictas condiciones de 
esterilidad. La carne fue molida en una moledora doméstica (Moulinex, México DF, 
Mexico) previa sanitización de las superficies de contacto con la muestra por medio de 
alcohol etílico y flameado de la cuchilla. Finalmente se dividió la carne en porciones de 50 
gramos, aplicándoseles los tratamientos que se describen a continuación. 
5.2 Preparación de ínóculos 
5.2.1 Bacterias alterantes 
Las bacterias alterantes utilizadas en la presente tesis fueron: Pseudomonas 
Juorescens B52, Brochothrix thermosphactu NUB- 1 O0 18 (Queen's University, Belfast, 
R. U) y Lactobacillus minor 1 19B. 
Pseudomonas fluorescens B52 (tluoresceina +) es una bacteria proteolítica aislada 
en nuestro laboratorio. Presenta actividad protmlitica en medio con gelatina y caseína, así 
como sobre miosina, actina, titina y filamentina (Richardson, 1982; Alanís y col., 1999). 
No presenta actividad lipolítica in vitro, utilizando la metodología reportada por Braun y 
col. (1999) con tributirina como sustrato No evidencia tampoco actividad 
arninodescarboxilasa in vitro, utilizando las tecnicas reportadas por Niven y col. (1981) y 
Paulsen y col. (1996). 
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Brochothrix thermosphacta NCIB- 1 O0 18 (Queen's University, Belfast, R.ü), es un 
microorganismo comúnmente encontrado en carnes almacenadas bajo anaerobiosis (Nychas 
y col., 1988), que presenta como caracteiística importante el generar halos de lipólisis en 
agar tributirina (Braun y col., 1999). No evidencia actividad proteolírica in vitro (agar 
caseína), utilizando la técnica reportada por Aianís-García ( 1  Qsi?), ni aminodescarboxilssa, 
empleando las técnicas de Niven y col. (198 1) y Paulsen y coi. ( I  996). 
LactoÚaciilus minor 1 19B es una bacteria Iáctica hetercifermentativa aislada por el 
Dr. Víctor Kuri y gentilmente cedida por la Queen's University, Belfast (Reino Unido). 
Este microorganismo no presenta actividad proteolítica, lipolítica o am-nodescarboxilasa in 
vitro, empleando las técnicas reportadas por Alanís-García (1997), Braun y col. (1999) y 
Bover-Cid y col. (1  999), respectivamente. 
Las bacterias liofilizadas fueron reactivadas en caldo TSB (Difco, Detroit, EUA), 
para Pseudomonas Juorescens y Brochothrix thermosphacta y en caldo APT (Becton 
Dickinson, Cockersville, EUA) para el caso de Lactobacillus minor, incubándose durante 
16-r8 horas a 30 "C. El cultivo fresco fue centrifugado a 4000 g durante 10 minutos a 4 "C 
y el precipitado resuspendido en agua destilada estéril hasta obtener una concentración 
bacteriana de IO4- 10' WC/mL. Dos mililitros de las suspensiones celulares fueron 
inoculados, de forma separada, en 50 g de carne (concentración final aproximada de lo3 
UFC/g de carne). 
5.2.2 Bacterias ácido Iácticas 
Las bacterias lácticas utilizadas como cultivos bioprotectores fueron: Lactobacillus 
carnis -76, aislada por el Dr. Víctor Kuri y cedida gentilmente por la Queen's 
University, Belfast (Reino Unido); Lactobuciffirs prníosus (Christian Hansen, LP 1-3 103 5) 
y Staphylococcus carnosus (Christian Hansen, MC 1-0205 9, cepas cedidas gentilmente por 
el Dr. Lone Andersen, Chr. Hansen (Dinamarca). Todas las bacterias bioprotectoras fueron 
aisladas a partir de carne y seleccionadas en base a una limitada actividad proteolítica, 
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lipolítica y aminodescarboxilasa, determinadas previamente empleando las técnicas . 
reportadas por Braun y col. (1 999) y Bover-Cid y col. (1 999), respectivamente. 
Las cepas liofilizadas fueron reactivadas en caldo APT (Becton Dickinson, 
Cockersville, EUA), incubándose durante 16-18 horas a 30 "C. La suspensión celular fue 
centrifugada a 4000 g durante 10 minutos a 4 "C y el precipitado resuspendido en agua 
destilada estéril hasta lograr una concentración aproximada de 1 06- 1 O7 UFC/mL. Tres 
mililitros de la suspensión bacterrana heron inoculados en 50 g de carne, para lograr una 
densidad celular aproximada de lo5 UFC/g de carne. La carne control h e  inoculada con 3 
mL de agua destilada estéril. 
5.2.3 Ácido láctico 
El tratamiento con ácido láctico se realizó adicionando a 50 gramos de carne cruda 5 
mL de una solución del ácido (ácido láctico DL) (Baker, Xalostoc, México) al 2%, 
lográndose una concentración final de 200 mg/100 g de carne. La concentración final 
alcanzada está enhnción del grado de aceptación del consumidor (Nassos y col., 1983). 
5.3 Almacenamiento de las muestras 
La carne inoculada con las respectivas bacterias alterantes y con los diferentes 
tratamientos ácido lácticos (bacterias acidolácticas y ácido láctico) h e  colocada en bolsas 
Cryovac@ (Cryovac Division, W.R. Grace, Duncan, EUA) y envasada al vacío en un equipo 
Multivac D-8941 (Koch, Kansas, EUA) a -700 mBar. Las muestras tratadas se almacenaron 
a dos temperaturas: 4 "C (temperatura de refrigeración) y 20 "C (simulando la temperatura 
ambiente media del centro de México), durante 12 y 6 días respectivamente. 
Para la realización de los análisis, se tomaron muestras los días O, 4, 8 y 12 (para la 
carne almacenada bajo refrigeración) y los días O, 2, 4 y 6 (para la carne almacenada a 20 
"C). 
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5.4 Análisis microbiológicos 
Se hornogeneizaron 10 g de carne y 90 mL de agua destilada estéril en una licuadora 
doméstica (Oster, Bartelesville, EUA) a máxima potencia durante 30 segundos. A partir de 
esta dilución (10') se realizaron diluciones seriadas empleando agua destilada estéril como 
diluyente. 
Para realizar los conteos microbianos se inocularon 0.1 mL de las diluciones 
pertinentes en la superficie de los medios de cultivos empleados para cada tipo de 
microorganismo, esparciendo el inóculo con la ayuda de espátulas de Drygalski estériles. 
Agar para recuento en placa (Bioxon, Cuautitlán Izcalli, México) y agar Violeta Rojo Bilis 
Glucosa (Bioxon, Cuautitlán Izcalli, México) fueron seleccionados para realizar los 
recuentos de bacterias mesófilas totales y enterobacterias, respectivamente; el agar STAA 
(Gardner, 1966) se utilizó para el recuento de B. thermosphacta; para las bacterias lácticas 
se empleó el agar MRS (Merck, Darmstadt, Alemania) y para Pseudomonas spp. el agar F 
(Bioxon, Cuautitlán Izcalli; México) supiementado con 100,000 U.I. de peniciíina G sódica 
por litro de medio. Los medios inoculados se incubaron a una temperatura de 30 "C durante 
48 horas, excepto en el caso del recuento de enterobacterias que sólo demandó 24 horas de 
incubación. Las colonias presentes en agar F fueron expuestas a luz ultravioleta con el 
objetivo de revelar la producción de fluoresceína y eliminar de la cuenta las pseudomonas 
no fluorescentes y otros grupos microbianos (Enterobacteriaceae, Alteromonas spp., 
principalmente). Las bacterias lácticas heterofermentativas fueron cuantificadas inoculando 
las colonias presentes en el agar MRS en caldo APT sin citrato e incorporando campanas de 
Durham, incubándose posteriormente a 30 "C durante 24 horas. La presencia de gas fue 
considerada como una prueba positiva de la presencia de dicho tipo de bacterias lácticas. 
5.5 Determinación de pH 
El pH de cada muestra se determinó por triplicado, empleando para tal fin un 
potenciómetro Beckman (Beckman, Fullerton, EUA), previa homogeneización de 1 O g de 
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carne con 90 mL de agua destilada estéril en una licuadora convencional (Oster, 
Bartelesville, EUA), a máxima velocidad durante 30 segundos. 
5.6 Actividad lipolítica 
El perfil de ácidos grasos de cadena larga se realizó de acuerdo con el método 
AOAC (1990). Inicialmente se picaron finamente 0.5 gramos de muestras de carne y se 
introdujeron en un sistema de reflujo en el interior de un matraz, con perlas de ebullición. A 
través del tubo refrigerante se adicionaron 6 mL de una solución 0.5 N de NaOH en 
metanol, para asegurar la saponificación de los ácidos grasos. Se sometió la mezcla durante 
10 minutos a ebullición, agregándole posteriormente 7 mL de trifluoruro de boro en 
metanol al 14% (Aldrich, Milwakee, EUA), dejándolo nuevamente en ebullición durante 5 
minutos. Posteriormente, se adicionaron 1.5 mL de hexano (Baker, Xalostoc, México) 
sometiéndo la mezcla durante un minuto a ebullición, Transcurrido ese tiempo se retiró el 
matraz y se dejó enfriar en un baño de hielo, para posteriormente agregarle una solución 
saturada de NaCl y llevar la fase orgánica hasta el cuello del matraz. Con pipeta Pasteur se 
retiró la fase orgánica, almacenándola bajo refrigeración en un tubo sellado durante un 
período no mayor a 6 horas. 
Se inyectaron 0.4 p1 de cada muestra en un cromatógrafo de gases Varian CP-3800 
(Varian, Walnut Creek, EUA), dotado de un detector de ionización de flama. La separación 
de los ácidos grasos de cadena larga se realizó en una columna DB-1 (J & W Scientific, 
Folsom, EUA) de 30 metros de longitud, 0.315 mm de diámetro interno y 0.25 prn de 
espesor de película y compuesta en un 100% por dimetilpolixilosano. El análisis fue 
realizado isotérmicamente a una temperatura de horno de 250 "C y 300 "C para el inyector 
y detector. El gas acarreador empleado fue nitrógeno, empleándose un flujo de 1.5 
mL/minuto y una presión de columna constante de 1 1.9 psi. Las áreas bajo los picos heron 
procesadas por el software Star Chromatography Workstation, versión 4.5 (Varian 
Chromatography Systems, Walnut Creek, EUA). Los parámetros cromatográficos 
utilizados fueron los que presentaban mejor resolución de los picos y mayor 
reproducibilidad en las determinaciones. Los ésteres metílicos de los ácidos grasos fueron 
identificados mediante una mezcla de estándares de referencia de metil ésteres Sigma 
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(Sigma, San Luis, EUA) de ácido mirístico, palmítico, palmitoléico, esteárico, oleico, 
linoléico y linolénico. Cada muestra h e  analizada por triplicado. 
5.7 Actividad aminodescarboxilasa 
La determinación de aminas biogénicas presentes en la carne se realizó de acuerdo 
al método reportado por Hwang y col. (1997). Esta técnica es sensible, con buena 
reproducibilidad, demanda un tiempo de corrida relativamente corto y los picos obtenidos 
evidencian buena resolución y simetría. Para realizarla se homogeneizaron en una licuadora 
doméstica (Oster, Bartelesville, EUA) 5 g de carne con 20 mL de ácido tricloroacético 
(Baker, Xalostoc, México) al 6%, durante 1 minuto. El homogeneizado se centrifugó a 
8000 g durante 10 minutos a 4 "C y el sobrenadante se filtró a través de un papel de fdtro 
Whatman No 2.  El filtrado se transfirió a un matraz y se aforó a 25 mL con ácido 
tricloroacético al 6%. 
Dos mililitros del filtrado se homogeneizaron con 10 p1 de cloruro de benzoilo y 1 
mL de hidróxido de sodio 2 M, incubándose durante 40 minutos a 30 "C. La derivatización 
se detuvo con 2 mL de una solución de NaCI 5 M y las amidas resultantes fueron extraídas 
con 3 mL de éter etílico. La fase orgánica fue evaporada hasta sequedaa en un rotavapor 
Biichi O11 (Büchi, Flawil, Suiza) y el residuo fue disuelto en 500 pl de metano1 grado 
HPLC . 
Aíícuotas de 50 pl (previamente clarificadas en filtros de 0.45 pm) heron 
inyectadas en un. cromatógrafo de líquidos de alta resolución (HPLC) Waters (Waters, 
Milford, EUA), equipado con una bomba 626 v un detector de arreglo de diodos UV-VIS 
994 integrados a un software Miilenium \errion 2 1 (Waters, Milford, EUA). Para la 
separación se empleó una columna de fase inbersa Symmetry@ C18 (Waters, Milford, 
EUA), de 150 mm de longitud, 3.9 mm de diametro y un tamaño de partícula de 5 pm. El 
flujo de la fase móvil empleado fue de O 5 mlíminuto, siguiendo el programa de elución 
presentado en la tabla 5 .  La derivatización con ciomro de benzoilo es más corta y requiere 
un menor tiempo de elución en comparación con otras derivatizaciones. El tiempo y 
temperatura de derivatización se escogió basándose en la buena respuesta y 
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reproducibilidad de los picos obtenidos para cada amina biogénica y en la menor 
interferencia posible con los picos de cloruro de benzoilo remanente. El cromatograma se 
obtuvo a una longitud de onda de 254 nm. 




























La curva estándar para cada amina biogénica se obtuvo utilizando estándares de 
cadaverina dihidroclorada, putrescina dihidroclorada, tiramina e histamina dihidroclorada 
(Sigma, San Luis, EUA). Cada muestra fue analizada por triplicado. 
5.8 Extracción de proteínas miofibrilares 
La extracción de proteínas miofibrilares se llevó a cabo según la técnica reportada 
por Ngapo y col. (1992), con algunas modificaciones. Esta técnica es de fácil ejecución, 
rápida y presenta un buen rendimiento de extracción de las proteínas miofibrilares. Para 
realizarla se homogeneizaron 25 g de came con hielo y agua fría en las mismas 
proporciones (1 : 1 : 1 p/p) en una licuadora doméstica (Oster, Bartesville, EUA) hasta 
integrar totalmente la carne con el agua. Este extracto se mantuvo en agitación durante 10 
minutos en baño de hielo y posteriormente se filtró a través de un colador metálico de 
cocina para retirar el tejido conjuntivo. Se añadieron 2-3 volúmenes de agua fría y se 
agitaron 15 minutos más. El hornogeneizado se centrifiigó a 2000 g durante 10 minutos a 4 
"C y el precipitado fue resuspendido en una solución de NaCl 0.6 M y 50 mM de tampón 
fosfato a pH 7. 
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5.9 Actividad proteolítica 
La degradación de las proteínas miofibrilares fue evaluada como un indicador de la 
actividad proteolítica sufrida por la carne. 
Las muestras de extractos de proteínas miofibrilares fueron ewluadas 
electroforeticamente de acuerdo al método reportado por Laemmli (1970). Los extractos 
proteicos (5 mg/mL) se mezclaron, en una proporción 1:4, con una solución de buffer de 
muestra que contenía 2% de SDS y 5% de 2P-mercaptoetanol. Inmediatamente antes del 
análisis electroforético las muestras se sometieron a un tratamiento de ebullición durante 4 
minutos, analizándose los extractos mediante electroforesis desnaturalizante en geles de 
poliacrilamida. Se utilizó un gel de separación con el 12% (T) de acrilamida y un gel de 
concentración con el 4% (T) de acrilamida. El equipo utilizado fue un Mini-Protean I1 slab 
Cell de Bio-Rad (Richmond, California., EUA). Se emplearon 16 pl de muestra y una 
mezcla de marcadores para geles de electroforesis con un intervalo de pesos moleculares 
entre 25 y 250 kDa. La electroforesis se realizó a 200 voltios durante 45 minutos, para 
luego fijar y teñir los geles en una solución de azul de Coomassie al 1% en metano1:ácido 
acético:agua (40:10:50 v/v) durante 30 minutos. El revelado de los geles se realizó 
utilizando la misma solución de metano1:ácido acético:agua durante 4 horas, con cuatro 
recambios. Los geles fueron escaneados utilizando un equipo Gel-Doc 2000 (Bio-Rad) 
acoplado a un software Quantity OneTM versión 4 (Bio-Rad), que permite analizar la 
densidad óptica (D.O.) relativa de cada banda respecto del total de bandas encontradas por 
muestra. 
Debido a que la densidad de la cadena pesada de la miosina se puede correlacionar 
con la cantidad de miosina (Claeys y col., 1995), se calculó un indice de actividad 
proteolítica, empleando la siguiente ecuación: 
D.O. cadena pesada de la miosina 
C D . 0  de todas las bandas 
= { X 100 ] Ecuación 3 ?'O Cadena pesada de la miosina 
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5.10 Solubilidad 
La solubilidad se determinó según el método propuesto por Li-Chan y col. (1984), 
en el que las muestras de proteínas miofibriiares ( 5  mg/mL, a pH 7) son centrifugadas a 
25,000 g durante 30 minutos a 4 "C. El contenido de proteína del sobrenadante se 
determina, reportándose la solubilidad como la relación entre el contenido de proteína del 
sobrenadante y el contenido de proteína de la muestra sin centrifugar multiplicada por 100. 
El contenido de proteína se determinó por el método de Biuret, según lo reportado 
por Alanís-García (1997). A 1 mL de muestra se le adicionaron 3 mL del reactivo de 
Biuret, se agitó suavemente durante unos segundos para homogeneizar la mezcla y se dejó 
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se midió la absorbancia a 540 nm en un 
espectrofotómetro Beekman DU-650 (Beckman, Fullerton, EUA). Para cuantificar la 
reacción se construyó una curva estándar con albúmina sérica bovina (Sigma, San Luis, 
EUA), realizando las diluciones pertinentes. 
5.1 1 Determinación de grupos sulfhidrilas 
Se siguió la metodología reportada por Totosaus-Sánchez (1 996). Se mezcló 1 mL 
de solución proteica (5  mg/mL, a pH 7 )  y 9 mL de una solución de urea 8 M en una 
solución amortiguadora Tris-Glicina-EDTA (10.4 s/L Tris; 6.9 g/L Glicina; 1.2 g/L EDTA; 
pH 8), dejando reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos. 
Posteriormente, se tomaron 3 mL de dicha mezcla y se añadieron 50 p1 de una solución del 
reactivo 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzÓico (Sigma, San Luis, EUA) (4 mg/mL, en la misma 
solución amortiguadora) dejándose reposar durante otros 30 minutos. Transcurrido ese 
período, se midió la absorbancia a 412 nm. La concentración de grupos SH se calcula 
utilizando la ecuación 4. 
pMoles-SWg proteína = 75.53 x A b s 4 1 2 ~  x 10 Ecuación 4 
concentración proteica 
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5.12 Propiedades de gelificación 
5.12.1 Pruebas de penetración de geles 
La prueba de penetración de geles obtenidos de proteínas miofibrilares se realizó de 
acuerdo a lo sugerido por Hickson y col. (1982). Esta prueba consiste en determinar la 
fuerza requerida para introducir un vástago dentro de una muestra de gel, metodología que 
ha sido utilizada para observar los cambios que ocurren en la textura de los alimentos 
durante el almacenamiento y que ha mostrado una buena correlación con los análisis de tipo 
sensorial (Barroso y col., 1998). Para realizarla, las soluciones proteicas (con una 
concentración de 20-25 mg/mL, en amortiguador de fosfatos 50 mM y NaC10.6 M a pH 6) 
se colocaron en tubos de vidrio de 25 mm de diámetro interno y 80 mm de alto. Los tubos 
se sumergieron en un baño de agua, sometiéndose a calentamiento gradual de l"C/minuto 
desde la temperatura ambiental hasta 70 "C.  Una vez alcanzada la temperatura final, los 
tubos se colocaron en un baño de hielo durante 30 minutos para luego ser almacenados bajo 
refrigeración durante 12 horas. 
La prueba de penetración de geles se realizó en un texturómetro TAX-T2 (Texture 
Technologies Corp., Scardale, EUA) equipado con el software Textur ExpertTM (versión 
1.20, Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra) y con una celda de carga de 5 Kg. Los geles 
formados en los tubos se colocaron en una base y se penetraron utilizando un vástago de 
acrílico de 8 mm de diámetro. La elección del tipo de tubo para contener los geles y el 
diámetro del vástago estuvo de acuerdo al principio de "geometría semiinfinita" (Klettner, 
1995), por el cual el espécimen de prueba debe ser mucho más ancho que el diámetro del 
vástago (por lo menos 3 veces), para evitar los efectos producidos en los lados y esquinas 
de la muestra. La velocidad de descenso del vástago fue de 1 mdsegundo y la penetración 
correspondió al 60% del espesor del gel. El valor obtenido fue el trabajo total o área bajo la 
curva, expresado en Newtonshegundo. 
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5.12.2 Estudios reológicos dinámicos (G', G", Tan 6) 
Los cambios reológicos ocurridos en la suspensión de proteínas miofibrilares 
durante la gelificación térmica fueron analizados empleando un reómetro Bohlin CVO 50 
(Bohlin Instruments, Nueva Jersey, EUA), operando en un modo de pequeña amplitud 
oscilatoria de acuerdo con lo reportado por Visessanguan y col. (2000). Mediante esta 
prueba el material es sujeto a una deformación oscilatoria pequeña dentro de la región 
viscoelástica lineal, detectándose la magnitud de la onda de fiierza resultante. Debido al 
desarrollo gradual de la viscoelasticidad durante la gelificación, los geles y el proceso de 
gelificación son caracterizados en forma más adecuada por estas pniebas de pequeña 
amplitud (Van Vliet, 1999). El reómetro fue equipado con una geometría del tipo platos 
paralelos de 40 mm de diámetro, utilizando un espacio entre platos de 1 mm. Las 
suspensiones de proteínas miofibrilares (con una concentración de 20-25 mg/mL, en un 
amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl O 6 M a pH 6) fueron colocadas entre el plato 
superior e inferior. Para evitar la deshidratación de las muestras se colocó aceite mineral 
ligero Marco1 GX (Hycel, Zapopan, México) Las muestras fueron sometidas a un esfuerzo 
oscilatorio de frecuencia 0.1 Hz, para minimizar el esfuerzo en las muestras durante la 
formación del gel y con un esfuerzo máximo de 0.1 Pas. Estos parámetros fueron 
previamente seleccionados por encontrarse dentro de la región viscoelástica lineal. Las 
muestras fueron sometidas a un calentamiento gradual de l°C/minuto desde 25 a 80 OC, 
utilizando una unidad de control de temperatura Neslab RTE-111 (Neslab Instruments, 
Newington, EUA). Los datos fueron colectados cada 60 segundos y el desarrollo del gel fue 
estudiado en tiempo real, mediante la medición de los cambios en el módulo de 
almacenamiento (G'), módulo de pérdida (G ) y Tan 6 en función de la temperatura. 
5.12.3 Microscopía Electrónica de Barrido 
Para observar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la microestructura de los 
geles de proteínas rniofibrilares se utilizó microscopia electrónica de barrido (MEB). Los 
geles se obtuvieron a partir de una solu.ción proteica con concentración de 20-25 m g / d  
(en amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl O 6 M a pH 6), colocada en una funda de 
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poliamida para salchicha de 2 cm de diámetro. Las findas se sumergieron en un baño de 
agua, siendo sometidas a un calentamiento gradual de 1 "C/minuto desde la temperatura 
ambiental hasta 70 "C. Una vez alcanzada la temperatura final, las muestras se colocaron en 
un baña de hielo durante 30 minutos, para luego ser almacenadas bajo refrigeración diirante 
12 horas. 'Transcurrido dicho tiempo, las muestras se coitaron en pequeños trozos y se 
fijaron primariamente en fijador de Karnovsky (amortiguador de cacodilato sodico, 
glutaraldehído y formaldehído al 3%) (Dawes, 1971), a 4 "C durante 24 horas. 
Posteriormente, se realizaron lavados con amortiguador de fosfatos (pH 7.4) hastd no 
percibir olor a glutaraldehído. La fijación secundaria $e realizó con una solución de 
tetróxido de osmio durante 2 horas para luego lavar y desecar las muestras con sucesivas 
soluciones de alcohol en concentraciones crecientes, desde 30 a 100%. A continuación, las 
muestras se secaron hasta el punto crítico empleando un equipo Samdri-780 B (Tousimis, 
Research Co., EUA). Las muestras desecadas se colocaron en los portamuestras 
adhiriéndolas con cinta de carbón y carbón coloidal y fueron recubiertas con carbón y oro 
utilizando un cobertor por ionización (BAL-TEC SCD 050, Liechteinstein). Las muestras 
se observaron en un microscopio electrónico de barrido Jeol JSM-5900 LV (Jeol, Tokio, 
Japón), operando a una aceleración de 10 kV y una distancia lente-muestra de 12 mm, 
obteniéndose una ampliación de la imagen de 15,000 x. 
' 
5.13 Propiedades de emulsificación 
5.13.1 Índice de Actividad de Emulsión 
Para la determinación del Índice de Actividad de Emulsión (IhE) se siguió la 
metodología reportada por Pearce y Kinseila ( 1978), con las modificaciones introducidas 
por Cameron y col. (1991). El IAE es el área superficial por unidad de masa emulsificada y 
está relacionado con la cantidad de área creada durante la emulsificación. Para la 
realización de esta técnica se tomaron 2 mL de aceite de girasol y 6 mL de suspensión 
proteica (5 mg/mL) en un tubo de vidrio (2.7 cm de diámetro por 9.2 cm de alto) y se 
homogeneizaron durante 30 segundos a temperatura ambiente (18-20 "C), empleando un 
biohomogeneizador M 133 (Biospec Products, Bartlesville, EUA) a una velocidad 
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aproximada de 12,000 rpm. Se dejó reposar la muestra durante 1 minuto, se tomó una 
alícuota de 0.5 mL y se diluyó en 4.5 mL de una solución de SDS al 0.3% (p/v). Tras 
dispersar manualmente la muestra se transfirió a una celda de vidrio y se determinó su 
absorbancia a una longitud de onda de 500 nm. El IAE file calciilado aplicando la ecuación 
5. La concentración de SDS utilizada en esta prueba persigue el propósito de estabilizar las 
partículas en la emulsión y garantizar la reproducibilidad del método. 
. 
iAE = [2(2.303 x AbssOonm x dilución)]/(L C (1-4) Ecuación 5 
donde: 
L = longitud de la celda (0.01 m) 
C = concentración de proteína 
$ = fracción de aceite en el sistema, siendo calculada mediante la ecuación 6 .  
Ecuación 6 
donde: 
Pi = peso del vaso de precipitado (8) 
PL = peso del vaso más la emulsión (g) 
P3 = peso del vaso más la sustancia seca (g) 
Do = densidad del aceite con respecto al agua 
DS = densidad relativa de la fase proteica con respecto al agua 
E = concentración de solutos (g/g). 
La emulsión seca se obtiene desecando hasta peso constante 1 mL de la emulsión a 120 "C 
durante 1 hora (Ancín y col., 1989). 
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5.13.2 Índice de Estabilidad de Emulsión 
Para la determinación del Índice de Estabilidad de Emulsión (IEE) se siguió la 
metodología reportada por Totosaus-Sánchez (1996). Se tomaron alícuotas de 0.5 mL de 
una emulsion similar a la realizada para la determinación del IAE y se resusprndieron en 
4.5 mi, de una solución de SDS al 0.3%. Se dejó reposar la mezcla durante 90 minutos y se 
midió la absorbancia a 500 nm. El IEE se reportó como el porcentaje de absorbancia 
remanente a los 90 minutos con respecto a la absorbancia de la emulsión en el tiempo O. 
5.13.3 Capacidad de Emulsión 
La capacidad de emulsión (CE) se determinó mediante conductividad eléctrica, 
método basado en la resistencia o conductividad eléctrica específica de una emulsión (Hung 
y Zayas, 1991). La CE refleja la cantidad máxima de aceite que es emulsificado, bajo 
condiciones específicas, por una cantidad estándar de proteína antes de la inversión o 
colapso de la emulsión (Pearce y Kinsella, 1978). Se utilizó para determinarla la 
metodología reportada por Totosaus-Sánchez (1996), empleando un tubo de 3.2 cm de 
diámetro por 10 cm de alto en el cual se colocaron dos alambres de cobre no 14 como 
electrodos, a medio centímetro del fondo. Se adicionaron al tubo 10 mL de aceite de girasol 
y 5 mL de solución proteica (5 mg/mL) y se homogeneizó con un biohomogeneizador M 
133 (Biospec Products, Bartlesville, EUA) a 12,000 rpm durante 5 segundos. 
Posteriormente se adicionó aceite con una bureta, a una velocidad de 1 mL cada 6-7 
segundos, registrando la conductancia eléctrica con un multímetro SANWA (Sanwa 
Electronic, Japón) hasta que ésta se interrumpió abruptamente. Se determinaron los 
mililitros adicionados y se reportaron por 1 O0 rng de proteína. 
5.14 Determinación de color 
La determinación del color se realizó utilizando un colorímetro Hunter Lab modelo 
D25-PC2 (Chroma Meter CR-200, Tokio, Japón). Este sistema consta básicamente de una 
fuente de luz que, al incidir sobre la muestra, provoca una reflexión difusa que pasa a través 
de una serie de filtros (acoplado, cada uno, a un fotorreceptor). Los filtros intentan 
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reproducir las curvas de sensibilidad de un observador estándar establecidas por la CIE 
(Comité Internacional de la Iluminación), creándose una respuesta en el fotodetector 
semejante a la que se daría en el ojo humano cuando observa la misma muestra iluminada 
por la kente estándar (Pérez-Álvarez y col., 1998). Se siguieron las recomendaciones 
aportadas por Cassens y col. (1995), empleando una fuente de luz D65, un sistema 
iluminación / observador 45/0 y un observador estándar 10". Las muestras se midieron por 
cuadruplicado, rotando el portamuestras 90" entre cada lectura. Los parámetros estándar 
determinados heron L*, a* y b*. Los valores de a* y b* se transformaron a coordenadas 
polares, para obtener de esta forma los valores de cromaticidad (medida de la intensidad del 
color) y tonalidad (rotación en torno ai eje a* b*) mediante las ecuaciones 7 y 8. 
Tonalidad (h) = arcTan (b*/a*) Ecuación 7 
Cromaticidad (C) = (a*2 -t b**)" Ecuación 8 
Adicionalmente, se obtuvo el espectro de reflectancia para cada muestra, 
calculándose ei índice de decoloración (ID) mediante la ecuación 9 (Brewer y col., 1991). 
Ecuación 9 
5.15 Análisis Estadístico 
Para analizar el efecto de los tratamientos lácticos sobre las variables de respuesta, 
los tratamientos se asignaron aleatoriamente en un diseño factorial 5 x 4 (tratamientos: 
control, L. carnis, L. pentosus, S. carnosus y ácido láctico; tiempo de almacenamiento: O, 4, 
8 y 12 días y O, 2, 4 y 6 días para el almacenamiento a 4 y 20 "C, respectivamente). Cada 
temperatura de almacenamiento estudiada (4 y 20 "C) se analizó independientemente. Se 
utilizó la técnica de Duncan de comparaciones múltiples de medias. El estudio fue realizado 
empleando 3 repeticiones para cada microorganismo alterante utilizado. Los análisis 
estadísticos fueron realizados empleando el paquete SPSS versión 8.0. 
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* L. carnis MXVK76 
* L. pentosus LP 1 
* S. carnosus MC1 
* Ácido láctico 
* B. thermosphacta NCIB- 1 O0 1 8 
Bacterias alterantes: 
* P. ji'uorescens B 5 2 
* L. minor 119B 
I Almacenamienio a 4 y 20 oc I 
* Mesófilos totales 
* Enterobacterias totales 
* Bacterias ácido lácticas 
* Pseudomonas spp. 
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Figura 8: Diagrama general del protocolo experimental. 
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6. Resultados y Discusión 
6.1 Análisis microbiológicos 
La selección de la flora aiterante debe ser considerada en el contexto de cuatro 
sistemas interacruando: 1) los nutrimentos presentes en el alimento, 2) los atributos 
fisiológicos del microorganismo, 3) factores extrínsecos (temperatura, composicibn de 
gases del ambiente, humedad relativa, etc.) y 4) factores de procesamiento. Obviamente la 
carne bovina presenta todos los requerimientos nutricionales para mantener el crecimiento 
de diversos microorganismos, aunque dichas facilidades son menores en la carne postrigor 
por la disminución en la concentración de glucosa y la reducción del pH (Nychas y col., 
1988). 
6.1.1 Carne almacenada a 4 "C 
El recuento de bacterias mesófilas totales se presenta en la figura 9a. La came 
tratada con ácido láctico muestra los menores recuentos bacterianos a lo largo del período 
de almacenamiento bajo refrigeración (p>O.OOl) y el realizado con L. pentosus h e  el 
tratamiento que presentó los mayores recuentos (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 6). Las 
reducciones en la'población de mesófilos totales en la carne tratada con ácido láctico están 
en concordancia con lo reportado por Anderson y Marshall (1990), Brewer y coi. (1991), 
Lamkey y col. (1991) y Borpuzari y Borpuzari (1995) quienes observaron reducciones 
superiores a 1 ciclo logarítmico en came tratada superficialmente con una solución de ácido 
láctico al 2%. 
El recuento de bacterias iácticas fue significativamente superior en la carne 
inoculada con L. camis y L. pentosus (p>O.OOI) (figura 9b), io que evidencia una gran 
adaptabilidad al sustrato, a la temperatura de incubación y al ambient? cárnico almacenado 
bajo vacío por parte de estas cepas de bacterias bioprotectoras. S. camoms mostró un 
crecimiento menor al evidenciado por los otros microorganismos bioprotectores pero sí 
logró cuentas superiores a las de la carne control (p>0.05). La concentración de bacterias 
lácticas en came tratada con ácido láctico h e  aproximadamente un ciclo logarítmico 
inferior con respecto ai control (p>O.O1), especialmente en los primeros cuatro días de 
almacenamiento bajo refrigeración. Si bien las bacterias Iácticas producen dicho 
Resultados y Discusión 
1 
69 
compuesto, como consecuencia de su metabolismo fermentativo (Holt y col., 1994), es 
probable que la concentración del ácido utilizada durante el diseño experimental fuera lo 
suficientemente elevado como para inducir un efecto bacteriostático sobre este grupo 
microbian0 (Anexo 1, tabla 7). Resultados similares han sido reportados por Zamora y 
Zaritzky (1987a y 1987b) y Borpuzari y Borpuzari (1995), encontrándose incrementos en la 
fase de latencia y disminuciones en la tasa de crecimiento de las bacterias lácticas en carne 
tratada con ácidos orgánicos como sanitizante. No obstante, estos resultados se contradicen 
con los reportados por Mendonca y col. (1989), quienes no observaron reducciones 
significativas en el número de bacterias lácticas en carne tratada con ácido láctico. Las 
bacterias lácticas presentes en la carne control, pertenecientes a la flora nativa, 
permanecieron aproximadamente un orden de magnitud por debajo de la concentración 
evidenciada en la carne inoculada con L. carnis y L. pentosus, excepto al final del período 
de almacenamiento. 
El tratamiento con ácido láctico fue el más efectivo para reducir el número de 
enterobacterias (p>O.O 1). Resultados similares fueron reportados por Mendonca y col. 
(1989), Anderson y Marshall (1990) y Bo~puzari y Borpuzari (1995), quienes observaron 
reducciones en el número de enterobacterias de aproximadamente 2 ciclos logarítmicos por 
gramo de carne tratada con ácido láctico. Asimismo, los tratamientos con L. camzs y L. 
pentosus provocaron disminuciones significativas (p>O.O 1) en los recuentos de 
enterobacterias, con respecto al control (figura Sc), de aproximadamente 1 ciclo logarítmico 
(Anexo 1, tabla 8). Las bacterias lácticas no mostraron fase de latencia durante su 
crecimiento en la carne almacenada bajo refrigeración, multiplicándose y disminuyendo el 
pH desde el inicio del experimento, compitiendo de tal forma con los microorganismos 
alterantes. Reducciones similares en el número de enterobacterias fueron reportadas por 
Minor-Pérez (1998) y Quintero-Salazar (200 I )  utilizando cultivos bioprotectores en carne 
de cerdo y pollo, respectivamente. Estas reducciones marcadas en el número de 
enterobacterias son promisorias desde el punto de vista de la salud pública y justificarían 
futuros ensayos sobre el potencial de los tratamientos ácido lácticos para el control de 
microorganismos patógenos (Salmonella spp., E. coli, entre otras) en carne envasada al 
vacío. 
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El ácido láctico fue el tratamiento más efectivo para reducir la población de 
Pseudomonas spp. (p>0.05) (figura 9d) (Anexo 1, tabla 9). Este ácido orgánico logró 
reducciones de 1 ciclo logarítmico en comparación con el tratamiento control, 
observándose un bajo recuento inicial de Pseudomonas spp., seguido de un prolongado 
período de bacteriostasis a lo largo del período de almacenamiento a 4 "C. Estos datos 
concuerdan con los resultados presentados por Greer y Dilts (1994) y Nissen y col. (2001). 
Es importante destacar que el resto de los tratamientos efectuados no presentan diferencias 
significativas, desde el punto de vista estadístico (p>0.576), respecto del tratamiento 
control. Probablemente, la incubación de la carne bajo condiciones de anaerobiosis y 
refrigeración fue suficiente para controlar el crecimiento de Pseudomonas spp. Y, por ende, 
los tratamientos con bacterias Iácticas no mostraron un efecto inhibitorio adicional. 
Bajo refi-igeración, la carne tratada con ácido láctico evidenció importantes 
reducciones en la cuenta de B. thermosphacta (p>0.05). De la misma forma que se observó 
en la cuantificación de Pseudomonas spp., el crecimiento de B. thermosphacta muestra una 
reducción inicial de aproximadamente 1 ciclo logarítmico en la carne tratada con ácido 
láctico respecto ai control. Este efecto bactericida está en concordancia con los resultados 
de Greer y Dilts (1994), quienes reportaron que este microorganismo alterante es más 
sensible al ácido láctico que las Psetrdomonas spp. y su número disminuye más allá de 
niveles detectables después de 15 días de almacenamiento a 4 "C. Los cultivos 
bioprotectores mostraron reducciones hasta I 0'- 1 Os üFC/g, pero fueron estadísticamente no 
significativos con respecto ai control (p>O 087) (figura 9e) (Anexo 1, tabla 10). A esta 
temperatura de almacenamiento, la poblacion de B. thermosphacta muestra un incremento 
durante los primeros cuatro días en la carne control (alcanzando concentraciones de IO6 
uFC/g), para posteriormente disminuir hasta niveles similares a los iniciales. El bajo 
crecimiento evidenciado por B. thermosphtrcrri esta en concordancia con lo informado por 
Campbell y col. (1979) y Nychas y col. (1983), quienes sostienen que altas poblaciones de 
bacterias tácticas y enterobacterias inhiben el crecimiento de este microorganismo cuando 
la carne es envasada en anaerobiosis. 
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La adición de ácido láctico fue también el mejor tratamiento para controlar la 
población de bacterias lácticas heterofermentativas en la carne almacenada bajo 
refrigeración (p>O.OO 1), alcanzando niveles de 1 ciclo logarítmico inferiores (hacia el final 
del período de almacenamiento) en comparación con la carne control (figura 99 .  Las 
bacterias lácticas utilizadas en los tratamientos no fueron capaces de lograr reducciones 
significativas en la población de estos microorganismos alterantes ( p X .  140) (Anexo 1, 
tabla 1 1 ) .  
6.1.2 Carne almacenada a 20 "C 
Cuando la carne se almacenó bajo condiciones de abuso térmico, el tratamiento con 
ácido láctico mostró los menores recuentos de microorganismos aerobios totales (p>O.OOl), 
bacterias lácticas (p>O.O 1), enterobacterias (p>O O 1), Pseudomonas spp. (p>0.002), B. 
thermosphactcz (p>0.05) y bacterias Iácticas heterofermentativas (p>O.Ol) (figura 1 Oa, 1 Ob, 
lOc, 10d, 10e y lOf, respectivamente) (Anexo 1. tablas 6 ,  7, 8, 9, 10 y 1 1 ) .  Esto es una 
evidencia de la importante actividad antibacteriana de este ácido orgánico y se muestra en 
concordancia con los resultados de Anderson \ jlarshall (1990), Brewer y col. (1991) y 
Borpuzari y Borpuzari (1995) El ácido lactic0 logró controlar el número de 
enterobacterias, Pseudomonas spp., H /hrmo.sphacta y bacterias lácticas 
heterofermentativas, alcanzando reducciones cn Id población final de 2.5, 2, 1.5 y 0.5 ciclos 
logarítmicos respectivamente, con respecto J I  control 
Los recuentos de microorganismos ,irrohios mesófilos totales (p>0.05) y bacterias 
Iácticas (p>0.05) fueron estadísticamente suycr i t ' rcs para la carne inoculada con L. cczrnis y 
L. peritosus en comparación con la carne L o n t r o l  (fisura IOa y lob, respectivamente) 
(Anexo 1 ,  tablas 6 y 7). 
L. carnis y L. pentosus mostraron r e c u m o s  de enterobacterias significativamente 
menores (p>0.05) en comparación con el control (tigura 1Oc) (Anexo 1, tabla 8). Estos 
cultivos bioprotectores lograron reducciories en el recuento de enterobacterias de 
aproximadamente 0.5 ciclos logarítmicos con respecto al control, reducciones importantes 
Resultados y Discusión 73 
considerando que las enterobacterias constituyen uno de los grupos microbianos alterantes 
nativos más importantes y que encuentran a 20°C condiciones óptimas para su crecimiento 
(Schoebitz y col., 1990). Si bien la población inicial de este grupo microbian0 alterante iúe 
inferior a la reportada por Pérez-Chabela y col. (1999), constituye una cuenta inicial muy 
elevada en xmparacibn con carne obtenida en frigoríficos de otros países (Lasta y Gimeno, 
l993j, ;o qile trcle aparejádo una menor efectividad antkn2teriaria Qor parie dv los 
tratamientos ácido lácticos. Reducciones en la cuenta de enterobacterias en carne de cerdo 
almacenada a 20 OC, mediante la inoculación de bacterias licticas, fueron reportadas por 
Minor-Pérez (1 998;. 
Las cepas de microorganismos biopreservantes mostraron efecto sobre el 
crecimiento de Pseudomonas spp. (p>0.05), alcanzando reducciones de aproximadamente 
1-2 ciclos logarítmicos con respecto al control (figura 10d) (Anexo 1, tabla 9). Estos 
resultados están en concordancia con los de Guerrero-Legarreta y col. (1 995), , quienes 
observaron reducciones significativas en la población de Pseudomonas spp. en carne 
tratada con bacterias lácticas y almacenada a temperaturas de 15 y 27 OC, diferencias 
atribuidas a la competencia entre grupos microbianos. Estos resultados refuerzan el 
potencial de las cepas bioprotectoras para controlar el crecimiento de Pseudomonas spp. a 
temperaturas superiores a 15 OC, en coincidencia con lo descrito por Andersen (1995). En la 
figura 10 puede observarse un importante crecimiento de Pseudomonas spp. a pesar de que 
éste microorganismo es aeróbico. Su multiplicación pudo estar ocasionada por el aire 
residual presente en el empaque al vacío (Nissen y coi., 2001). 
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Figura 10: Análisis microbiológicos en carne almacenada a 20 "C 
Referencias : 0,L .  carnis; A, L. prntosus; O, S. curní1.w.s; *. k i d o  láctico; O, control. 
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La población de B. thermosphuctu no mostró un crecimiento importante a lo largo 
del estudio, alcanzando concentraciones finales de lo5 UFC/g en la carne control. 
'Probablemente debido a este escaso desarrollo, los cultivos bioprotectores no evidenciaron 
reducciones significativas sobre el crecimiento del microorganismo alterante en 
comparación con el control (p>0.305) (Anexo 1, tabla 10). No obstante, se puede observar 
un incremento importante en la población de B. thermosphactu en la carne control, hacia el 
final del estudio, sugiriéndose estudiar el efecto de los tratamientos lácticos sobre el 
crecimiento de microorganismos alterantes en tiempos superiores a los empleados en el 
presente experimento (figura 10e). Gill y Newton (1980) concluyen que una fase de 
latencia prolongada y la competencia por los nutrimentos son probablemente los 
responsables de la ausencia de crecimiento de B. thermosphucta en la carne almacenada a 
20 "C eh anaerobiosis, a pesar de que en cultivos puros este microorganismo sea capaz de 
crecer al mismo ritmo que sus competidores. 
La población de bacterias Iácticas heterofermentativas en la carne control fue 
superior con respecto a los tratamientos ácido lácticos (p>O.Ol), mientras que los 
tratamientos con L. pentosus y ácido láctico mostraron los menores niveles (p>O.Ol), 
reduciendo aproximadamente 1 ciclo logarítmico durante todo el período de 
almacenamiento (figura 1Of) (Anexo 1 ,  tabla 1 I ) .  Según lo reportado por Egan y Shay 
(1 982), las bacterias lácticas heterofermentativas crecen rápidamente en carne envasada al 
vacío y almacenada durante 7 días a 5 "C Estas bacterias provocan la aparición de aromas 
extraños y la aceptabilidad de la carne disminuye más rápidamente que la de la carne sin 
inocular con estos microorganismos, lo cual justifica las ventajas de su control. 
6.2 Determinación de pH 
6.2.1 Carne almacenada a 4 "C 
Almacenando la carne bajo refrigeracibn, el tratamiento con ácido láctico produjo 
los menores valores de pH (p>O.OOl) y esta reducción fue inmediata (figura 1 l), como fue 
reportado previamente por Anderson y Marshall ( 1990), Greer y Dilts (1994) y Borpuzari y 
Borpuzari (1995), observándose en sus casos reducciones superiores a 0.9 puntos en carne 
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tratada con ácido láctico al 2%. Hasta el octavo día del experimento el pH continúa 
disminuyendo, hasta valores de 4.8. L. camis y L. pentosus redujeron el pH de la muestra 
con mayor eficiencia que S. carnosus (p>0.05). El comportamiento observado está en 
concordancia con sus curvas de crecimiento (figura 9b), lo cual indica que S. carnosus es 
menos efectivo para mantener un bajo pH en el transcurso del almacenamiento. La carne 
control y la inoculada con S. carnosus presentaron los mayores valores de pH (p> 0.05) . 
(Anexo 1, tabla 12). 
Los valores bajos de pH se asociaron con el crecimiento de microorganismos 
productores de ácidos orgánicos, los cuales se vieron favorecidos por un ambiente con bajas 
concentraciones de oxígeno (Mendonca y col., 1989). Estos resultados estuvieron en 
concordancia con los de Guerrero-Leganeta y col. (1 995) y Minor-Pérez (1998), quienes 
reportaron reducciones significativas del pH en carne bovina y de cerdo inoculada con 
bacterias Iácticas. 
Como se expuso en la revisión bibliogratica, se han propuesto muchas teorías para 
explicar el mecanismo de acción antibacteriano del ácido láctico, siendo la más aceptada la 
capacidad del ácido para atravesar la membrana celular en su forma no disociada, 
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disociarse en e! interior celular y generar, como consecuencia, una caída del pH intracelular 
(Shelef, 1994; Brul y Coote, 1999). La proporción del ácido láctico no disociado aumenta 
conforme disminuye el pH, por lo que la contribución del pH cárnico en la eficiencia 
bacteriostática no puede ser ignorada. Los bajos niveles de pH presentados en la carne 
tratada con ácido láctico genera que una gran proporción del ácido orgánico se presente en 
su forma no disociada, lo que explicaría la gran capacidad antibacteriana. mostrada por 
dicho compuesto. 
El pH de los alimentos tiene un profundo efecto sobre el crecimiento microbian0 y 
la producción de metabolitos. El pH óptimo de crecimiento para Pseudomonas spp. es de 5 
a 9 (Holts y col., 1994), mientras que B. íhermosphacta no es capaz de crecer con valores 
inferiores a 5.5 (Dainty y col., 1983; Nychas y col., 1988), lo que puede explicar los bajos 
recuentos obtenidos para estas bacterias en las muestras tratadas con ácido láctico o con 
bacterias biopreservantes. El crecimiento inicial de B. thermosphacta observado en la carne 
control (figura 9e) puede ser explicado porque el pH no se redujo durante los primeros 4 
días de almacenamiento, superando el valor critico de 5.5. Posteriormente el pH cárnico 
disminuyó, provocando una declinación para!ttla en la Concentración de B. thermosphacta 
al final del período de almacenamiento. 
Algunas enterobacterias (Enterohtic i l 'r \pp . Serratia spp., Hafiia spp., Citrobacter 
spp.) necesitan pHs superiores a 5.5 para crecer en alimentos almacenados bajo vacío 
(Nychas y col., 1988). No obstante, e.1~ grupo microbian0 presentó crecimientos 
importantes a los bajos niveles de pH alci lwdo. ,  en el experimento. Adicionalmente, las 
enterobacterias fueron los Únicos microoryiii ~ I Y , ~ ~  dterantes capaces de crecer en la carne 
tratada con ácido láctico con niveles de pti int>ri(\res a 5 Esto estaría evidenciando una 
importante respuesta adaptativa a las condicioric. de iiiediana acidez, que pudiera englobar 
también la resistencia a otras barreras de control niiirobiano (calor, concentración de sales, 
antibióticos, etc.) aplicadas simultáneamente ( ( ~ i i i  v Newton, 1980; Rowan, 1999). Para 
lograr esta adaptación a condiciones de mediand acidez, los microorganismos sintetizan 
proteínas específicas de membrana e incrementan la hidrofobicidad superficial y la 
formación de biopelículas (Leyer y Johnson, Nissen y coi. (2001) hallaron que la 
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descontaminación con ácido láctico provocaba una reducción de la flora nativa de la carne 
y un incremento importante en las poblaciones de enterobacterias, como resultado de la 
disminución de la flora competitiva. Por ello, sería aconsejable combinar la aplicación de 
ácido 19ctico con el inóculo de bacterias bioprotectoras para recolorlizar la superficie 
. cárnica con microorganismos deseables. 
6.2.2 Carne almacenada a 20 "C 
Unicamente en los experimentos en los que la carne se trató con ácido láctico se 
observaron reducciones significativas del pH (p>O.OO 1), mostrando valores inferiores a 4.7 
a las 48 horas de almacenamiento en esta temperatura. Las bacterias lácticas también 
redujeron el pH, aunque no significativamente (p>0.289) en comparación con el control 
(figura 12) (Anexo 1, tabla 12). El valor de pH de la carne tratada con cultivos 
bioprotectores se redujo en los primeros dos días (en aproximadamente 0.6 unidades) y 
luego mostró un incremento constante, alcanzando al final del período de almacenamiento 
niveles similares a los iniciales. De acuerdo con Gill y Newton (1980), la carne presenta 
bajos niveles de carbohidratos y se puede detectar una reducción en la concentración de 
glucosa cuando la densidad celular de Lactohncriius spp. se aproxima al máximo nivel. 
Cuando la concentración de glucosa disminuye, el ácido láctico y los aminoácidos son 
metabolizados por las bacterias alterantes (especialmente Pseudomonas spp. y 
enterobacterias) con la generación de amoníaco y la consecuente elevación del pH (Wing y 
col., 1983; Greer, 1988 y 1989). Según lo reportado por Gill (1976), a una densidad celular 
superior a 8 ordenes de magnitud el pH cálrnico y la concentración de amonio comienzan a 
aumentar y a la máxima densidad celular el pH puede ser de 1.1 unidades por sobre el pH 
inicial. 
La elevación del pH hacia el final del periodo de almacenamiento podría ser la 
causa del incremento detectado en la carne control del número de B. thermosphacta (figura 
1 O ) ,  al encontrar condiciones ambientales más propicias para su multiplicación (Nychas y 
col., 1988). 
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Figura 12: Evolución del pH en carne almacenada a 20 "C. 
6.3 Actividad lipolítica 
Como resultado de la actividad lipolítica de origen endógeno o exógeno, se generan 
ácidos grasos libres que incrementan la susceptibilidad de la carne a sufrir procesos 
oxidativos. Estas reacciones ocasionan alteraciones en las características organolépticas de 
la carne cruda (Hernández y col., 1998). Los ácidos grasos estudiados en el presente trabajo 
fueron el oléico, el palmítico y el esteárico, que representan aproximadamente el 85% de 
los ácidos grasos que componen la porción lipidica de la carne bovina. 
Considerando en conjunto la evolucion de los ácidos grasos libres e;i carne bovina 
inoculada con los tres microorganismos alterantes, no se observaron diferencias 
significativas entre los distintos tratamientos. en cuanto a las variaciones en la 
concentración de ácido palmítico (p>0.768). esteárico (p>0.870) y oléico (p>0.950). 
Tampoco se hallaron diferencias significativas en la concentración de ácidos grasos libres 
en función del tiempo de almacenamiento (p>O 7 I7 para el ácido palmítico, p>0.850 para el 
ácido esteárico y p>0.903 para el ácido oléico). 
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6.3.1 Carne almacenada a 4 "C 
Analizando la información sobre actividad lipolítica en carne inoculada con B. 
thermosphacta (el Único de los microorganismos alterantes empleados con capacidad 
lipolítica) los resultados fueron diferentes. Se observó (figura 13) una disminución 
estadísticamente significativa en función de las concentraciones de ácido palmítico 
(p>0.05) y esteárico (p>0.05) en carne sometida a los diferentes tratamientos ácido Iácticos 
(Anexo 1, tablas 13, 14 y 15). La elevación en la carne control de la concentración de estos 
ácidos grasos libres se hizo evidente a partir del cuarto día de almacenamiento bajo 
refrigeración, alcanzando sus máximas concentraciones al octavo día y disminuyendo 
posteriormente hasta el final del estudio. 
Según lo expuesto en la sección 6 1.1 (análisis microbiológico), B. thermosphacta 
muestra una elevación importante en su concentración en la came control hacia el cuarto 
día de almacenamiento para disminuir posteriormente. B. thermosphacta es un 
microorganismo muy sensible a las variaciones del pH, tanto en lo que respecta a su 
multiplicación como en su actividad lipolítica Se ha reportado que el pH óptimo para 
crecimiento y producción de lipasas es de 7' No obstante. cuando el pH decrece hasta 
valores cercanos a 5 .5 ,  la producción de lipasa solo se reduce un 30% (a pesar de que el 
crecimiento microbian0 sufre una inhibición superior al 70%), generándose gran cantidad 
de lipasa por mg de proteína producida (Papon y Talon, 1988 y 1989). Estos datos 
apoyarían la hipótesis de que, aun cuando la reducción en el pH cárnico limita la 
multiplicación de B. thermosphacta, ésta es capaz de producir suficiente cantidad de 
enzima como para generar las elevadas concentraciones de ácidos grasos libres observadas. 
Papon y Talon (1988) observaron que la cur\.a de producción de lipasa por parte de 
B. thermosphacta presenta dos elevaciones. i ' n a  ocurre durante la fase exponencial de 
crecimiento y la segunda alcanza su máximo en la fase estacionaria temprana. La 
producción de lipasa en la fase estacionaria temprana de crecimiento, estaría ocasionada 
por el efecto inductor generado por la disminucion de la glucosa disponible (Papon y Talon, 
1988). Existe, por lo tanto, concordancia entre la curva de crecimiento de B. thermosphacta 
y la producción de ácidos grasos libres observada en el presente trabajo. 
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Figura 13: Concentración de ácidos grasos libres (mg/g) en carne inoculada con 
B. therrnosphacra y almacenada a 4 "C 
Referencias : O, L. curnis; A, L. pentosus; O, S. curnosus; *, licido láctico; O,  control. 
Los tratamientos ácido Iácticos prerenaron una leve disminución en la 
concentración de los diferentes ácidos grasos libres analizados a lo largo del 
almacenamiento bajo refrigeración, resultando no siynificativos desde el punto de vista 
estadístico (ácido palmítico p>0.537, ácido estearico p>0.252 y ácido oléico p>0.55 1). 
Estos datos están en contraposición con los presentados por Minor-Pérez en muestras de 
carne de cerdo (1998), quien encontró elevaciones en la concentración de diferentes ácidos 
grasos libres inoculadas con cultivos bioprotectores v almacenadas ai vacío. La actividad 
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lipolítica de las bacterias lácticas contribuye al aroma y sabor de los productos fermentados 
(Johansson y col., 1994), pero esta condición no es deseable en la preservación de carne 
cruda. Este hecho pone de relieve la importancia de seleccionar cultivos bioprotectores con 
limitada (o ausente) capacidad lipolítica (Kenneally y col., 1998b). 
La concentración de ácido oléico encontrada en la carne control fue mayor, pero 
este dato no resultó ser estadísticamente significativo (p>0.09) (Anexo 1, tabla 14). De 
todas formas, la evolución de las concentraciónes de dicho ácido graso libre es semejante a 
la evidenciada por los otros dos ácidos grasos estudiados. 
6.3.2 Carne almacenada a 20 "C 
La concentración de ácidos grasos libres fue superior en la carne control, pero 
tampoco este dato fue estadísticamente significativo con respecto a los otros tratamientos 
(ácido palmítico p>O. 103, ácido esteárico p>O 37 1 y ácido oléico p>0.207) (Anexo 1, tablas 
16, 17 y 18). El incremento en las concentraciones de ácido palmítico y oléico se produjo a 
partir del segundo día de almacenamiento. observandose posteriormente una disminución 
en sus concentraciones, debido posiblemente '1 uri consumo por parte de la flora microbiana 
o a procesos de autooxidación, con la conscciiente producción de aldehídos y cetonas 
(Johns y col., 1989, Johansson y col., 1994) ( t i y r a  14) 
Los tratamientos ácido Iácticos no muesirdn cambios estadísticamente significativos 
en las concentraciones de ácidos grasos libres. u n q u e  es posible observar disminuciones en 
las cantidades de los ácidos palmítico, es temco y oléico a lo largo del período de 
almacenamiento. Este comportamiento cont r . i i i i c  c' I \ )  reportado previamente por Minor- 
Pérez (1998) en muestras de carne de cerdo. qu:cn &\cribe elevaciones en la concentración 
de ácidos grasos libres inoculadas con hic1c.r !.is bioprotectoras y almacenadas bajo 
condiciones de abuso térmico. 
El crecimiento de B. thermosphacto fue niuy escaso durante todo el período de 
almacenamiento, motivado fundamentalmente por el rapido descenso del pH cárnico a 
valores inferiores a 5 .  A pesar de io comentado anteriormente, la actividad lipolítica de B. 
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thermosphacta y la estabilidad de las enzimas se reducen drásticamente cuando el pH de la 
carne desciende por debajo de 5.5 (Papon y Talon, 1988 y 1989), pudiendo ser éstas las 
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Figura 14: Concentración de ácidos grasos libres (rng/g) en carne inoculada con B. 
thermosphacta y alriiacenada a 20 "C 
Referencias : O, L. carnis; A, L. pentosus; O, S. curnosus; *. Jcido líictico; O, control. 
6.4 Actividad aminodescarboxilasa 
Se han reportado correlaciones significativas entre la calidad microbiológica de la 
carne y la concentración de aminas bioyénicas Los niveles de putrescina, cadaverina y 
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tiramina mostraron una correlación significativa con el tiempo y temperatura de 
almacenamiento de la carne fresca. Poblaciones de coliformes superiores a 5 log/g de carne 
fresca se han asociado de forma positiva con aumentos en la concentración de cadaverina y 
una carga de psicrótrofos superior a 5 log'g es necesaria para observar incrementos en la 
concentración de putrescina (Malhsz y col., 1994; Byun y col,  2000). Definir los niveles 
tóxicos de cada amina blogéiiica es sumamente complicado, porque depende de las 
características individuales de cada una de ellas y de la presencia simultánea de otras 
ariiinas biogénicas (Silla-Santos, 1996). Concentraciones de histamina superiores a 1 @O 
mg/lOOg de carne han sido definidas como altamente peligrosas para la salud del 
consumidor; los niveles tolerados' de tiramina en carne fresca se encuentran entre 100-800 
m a g  y se ha reportado que una concentración total de aminas biogénicas de hasta 5 
mg/Kg puede definirse como indicativo de una alta calidad microbiológica de los productos 
(Hwang y col., 1995; Silla-Santos, 1996; Hernández-Jover, 1997). 
6.4.1 Carne almacenada a 4 "C 
La concentración de histamina fue superior en la carne control, aunque dicho 
aumento no resultó estadísticamente significativo (p>0.268) (Anexo 1, tabla 16). Bauer y 
col. (1994) y Roig-Sagués y Eerola (1997) tampoco encontraron reducción en la 
concentración de histamina en carne por la adición de cultivos bioprotectores. Es 
interesante destacar que en la carne control la elevación de dicha amina biogénica se 
presentó a partir del cuarto día de almacenamiento, mientras que en los tratamientos ácido 
lácticos se incrementó más tardíamente su concentración (figura 1 Sa). Las concentraciones 
observadas durante el período de almacenamiento bajo refrigeración coinciden con lo 
reportado en la literatura (Edwards y col, 1987, Halász y col., 1994; Eerola y col., 1996 y 
Hernández-Jover y col., 1997). 
Los tratamientos ácido lácticos no mostraron tampoco un efecto significativo para 
reducir la concentración de tiramina en carne cruda almacenada a esta temperatura 
(p>0.262) (Anexo 1, tabla 17). Esta amina bioyénica presentó un incremento en su 
concentración a partir del cuarto día de almacenamiento bajo refrigeración, permaneciendo 
en valores relativamente constantes hasta el final del estudio (figura 15b). Bauer y col. 
85 Resultados y Discusión 
21 
I 
y 1 9 ~  
cir 1 5 -  




n 11 - 2- o 9 -  
(1994) y Roig-Sagues y Eerola (1997) tampoco hallaron reducción en la concentración de 
tiramina con la adición de bacterias Iácticas, concluyendo que la inclusión de cultivos 
bioprotectores no es una garantía para prevenir la formación de aminas biogénicas. Es 
probable que la flora nativa de la carne fuera la responsable de la elevación en los niveles 
de tiramina, ya que los cultivos bioprotectores no presentaban actividad descarboxilante in 
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Figura 15: Concentración de aminas biogéiiicas en carne almacenada a 4 "C 
Referencias : O, L. carnis; A, L. pentosus; O, S. curnosus; *, ácido láctico; O, control. 
La concentración de cadaverina no mostró diferencias estadísticamente 
significativas entre los tratamientos evaluados (p>O 597) (Anexo 1, tabla 19). Los 
tratamientos ácido Iácticos no lograron reducir su concentración con respecto a la carne 
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control, lo que se contradice con Quintero-Salazar (200 l), quien reporta reducciones 
significativas en la concentración de cadaverina en carne de polio mediante él empleo de 
cultivos bioprotectores y nisina, posiblemente debido a la adición de azúcar sobre la 
superficie cárnica y al empleo directo de la bacteriocina. A lo largo del período de 
almacenamiento, la concentración de cadaverina mostró leves incrementos siendo el 
aumento más marcado a partir del día 12 de almacenamiento (figura 1%). 
La carne tratada con ácido láctico provocó la aparición de concentraciones de 
putrescina significativamente (p>O.OS) menores que las de los restantes tratamientos (figura 
15d). Los cultivos bioprotectores, por el contrario, se mostraron ineficientes para reducir la 
concentración de esta amina biogénica con respecto a la carne control (p>0.3 17) (Anexo 1, 
tabla 18). Estos resultados se contradicen con los reportados por Quintero-Salazar (200 1) 
quien observó reducciones significativas en la concentración de putrescina en carne de 
pollo, mediante el empleo de cultivos bioprotectores y nisina, posiblemente por las causas 
anteriormente mencionadas. Algunos autores (Dainty y col., 1986; Edwards y col., 1987; 
Bover-Cid y col., 2001) señalan que la producción de putrescina se da hundamentalmente 
por la asociación entre bacterias lácticas y enterobacterias, mediante la cual las bacterias 
lácticas descarboxilan la arginina hasta ornitina y las enterobacterias descarboxilan esta 
última originando putrescina. Es posible suponer que la interacción de la flora láctica nativa 
y las enterobacterias presentes en la carne haya generado un incremento en la concentración 
de putrescina, tornando ineficiente la acción de los cultivos bioprotedores. A pesar de que 
la población de enterobacterias se vio reducida por acción de los tratamientos con bacterias 
ácido lácticas es probable que esta disminución no haya sido suficiente como para limitar la 
generación de putrescina. El tratamiento con ácido láctico, por el contrario, podría haber 
logrado reducir la concentración de putrescina al controlar tanto la población de bacterias 
lácticas como la de enterobacterias. 
En el presente trabajo, la concentración de putrescina superó a la de cadaverina, 
hecho que se contradice con lo reportado por algunos autores (Dainty y col., 1984; Halász y 
col., 1994), que afirman que los niveles de cadaverina son superiores a los de putrescina en 
carne cruda. Esto estaría sugiriendo la presencia de una microflora nativa particularmente 
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' especializada en la descarboxilación de la arginina o la existencia de una interacción entre 
diferentes grupos microbianos que, en conjunto, generen una mayor producción de 
putrescina, tal como lo sugieren Dainty y coi. (1986), Edwards y col. (1987) y Bover-Cid y 
col. (2001). 
6.4.2 Carne almacenada a 20 "C 
Los tratamientos ácido lácticos se mostraron eficientes para reducir la concentración 
de histamina con respecto a la muestra control (p>O.OOl) (figura 16a) (Anexo 1, tabla 16). 
Maijala y coi. (1995) reportan resultados similares respecto de la producción de histamina, 
concluyendo que el empleo de cultivos bioprotectores puede ser utilizado, con efectos 
benéficos, para controlar la formación de histamina. Resultados similares fueron reportados 
por Guillén-Velasco y col. (2001), controlando la producción de histamina en carne de 
pescado mediante la adición de una cepa de S. carmsus como cultivo bioprotector. 
El tratamiento de la carne con ácido láctico fue el Único capaz de reducir de forma 
significativa la concentración de tiramina con respecto al control (p>0.05). La carne control 
mostró los niveles superiores de esta amina pero no fueron estadísticamente significativas 
con respecto a los cultivos bioprotectores ( p  I ; i 5 ) (fisura 16b) (Anexo 1 ,  tabla 17). Bauer 
y col. (1994) hallaron concentraciones simiidres en carne de cerdo almacenada a 18 O C ,  a 
pesar de no incluir microorganismos dewrbouilantes de la tirosina como cultivos 
bioprotectores, por lo que consideran a esta m i n d  Siuyenica como indicador de deterioro. 
La descarboxilación de tirosina ha sido re ix innda  de forma frecuente con las bacterias 
ácido Iácticas (Edwards y col., 1987; Masson L col , 1996), presentando éstas la máxima 
producción de tiramina a pH de 5.0 (Santos-f3ii+:l+i L' col., 1986; Chander y col., 1989). Si 
bien las bacterias bioprotectoras inoculad&i> en 13 carne no presentaban actividad 
aminodescarboxilasa in viíru, es probable que !J !1\jr;1 lactica nativa sea la responsable de la 
generación de esta amina biogénica al encontrar u n  .imbiente propicio para su producción. 
AI reducir la población nativa de estas bacterias Imicas, el ácido láctico pudo controlar la 
c generación de tiramina, presentando las concenrrxiontts más bajas de este compuesto. 
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El ácido láctico h e  también el único tratamiento efectivo para reducir la 
concentración de putrescina en la carne con respecto ai control (~'0.05). Los cultivos 
bioprotectores mostraron concentraciones inferiores a la presentada por el control, pero las 
diferencias no fueron estadísticamente significativas ( p 0 . 4  17) (figura 16c) (Anexo 1, tabla 
'18).  La cor,centración de putrescina se incrementó conformc avanzaba el período de 
almacenamiento, alcanzando niveles finales muy elevados, concordantes con la aprecidcihn 
organoléptica. Según Byun y col. (2000) la concentración de aminas biogénicas, 
especialmente la putrescina, está altamente correlacionada con el recuento de bacterias 
totales y psicrótrofos totales. Estos resultados coinciden con los de Bauer y col., (1994) y 
Bover-Cid y col. (2001), quienes reportan un incremento en la producsión de putrescina 
cuando la carne bovina es almacenada a 18 "C, alcanzándose niveles similares a los 
determinados en el presente trabajo. 
La concentración de cadaverina no mostró diferencias significativas al comparar los 
tratamientos aplicados (p>0.657) (Anexo 1, tabla 19). La concentración de esta amina 
biogénica se incrementó a medida que transcurría el almacenamiento, (figura 16d) 
alcanzando hacia el día 12 niveles similares a los reportados por Bauer y col. (1994) en 
carne porcina almacenada a 18 "C. 
Las bacterias que se encuentran frente a una situación estresante, como un ambiente 
ácido provocado por la adición de un ácido orgánico o por la producción de éste a partir de 
bacterias ácido lácticas, responden de diferente manera con el objetivo de mantener su pH 
interno cerca de la neutralidad. Uno de los mecanismos utilizados es la descarboxilación de 
aminoácidos, con el consumo de un H* en el proceso (Bearson y col, 1997). Las 
enterobacterias, principales microorganismos descarboxilantes en carnes envasadas al 
vacío, descarboxilan lisina (con la produccion de cadaverina) y arginina (con la producción 
de agmatina y putrescina). Salmonella spp. utiliza principalmente la descarboxilación de 
lisina, mientras que Escherichia coli y Shigella spp., entre otros emplean la 
descarboxilación de arginina como mecanismo principal de homeostasis (Bearson y col., 
1997). En el presente trabajo se observó que los principales incrementos se dieron en los 
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niveles de putrescina, pudiendo inferirse la participación de grupos microbianos específicos 
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Figura 16: Concentración de arninas biogénicas en carne almacenada a 20 "C. 
Referencias : O, L. carnis; A, L. pentosus; O, S. carnosus; *, ácido láctico; O, control. 
Al igual que lo occrrido durante el almacenamiento en refrigeración, es probable 
que el ácido láctico haya conseguido reducir la concentración de putrescina al controlar 
tanto la población de bacterias lácticas como de enterobacterias. Esto permitiría también 
explicar la falta de eficiencia por parte de las bacterias bioprotectoras para conseguir 
reducir los niveles de producción de putrescina. 
Resultados y Discusión 90 
6.5 Actividad proteolítica 
Un número importante de eventos ocurren sobre las proteínas musculares en la 
came postmortem. Las proteínas miofibrilares, la desmina, la troponina T, la titina, la 
nebulina y la vinculina son parcialmente hidrolizadas a consecuencia de la acción de las 
enzimas endógenas (calpainas y catepsinas) del músculo. Adicionalmente, las bacterias 
contaminantes de la carne pueden producir proteasas (luego que los compuestos de bajo 
peso molecular han sido completamente consumidos) y utilizar el sustrato proteico como 
fuente de energía para su crecimiento (Greer, 1989). 
Las propiedades funcionales de las proteínas se encuentran relacionadas con sus 
propiedades fisicoquímicas y estructurales, las cuales pueden modificarse como resultado 
de la actividad proteolítica ejercida sobre las moléculas proteicas (Hall, 1996). 
6.5.1 Carne envasada a 4 "C 
Cuando la carne se almacenó bajo condiciones de refrigeración no se evidenció 
signos de degradación en las principales proteínas miofibrilares, como puede observarse en 
los geles de electroforesis y densitogramas presentados en el figura 17. Solamente en el día 
12 de almacenamiento se aprecia una disminución en la concentración de la cadena pesada 
de la miosina (flecha a), pequeña pero significativa (p>0.003) (Anexo 1, tabla 20), 
evidenciándose la aparición de bandas con pesos moleculares de aproximadamente 150 
kDa (flecha c). No hubo diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 
aplicados y el control (p>0.345). La molécula de actina (flecha b) se mostró refractaria a la 
actividad proteolítica durante todo el período de almacenamiento (Anexo 1, tabla 2 1). Estos 
datos concuerdan con los de Greer (1989), quien reporta pocos cambios en las principales 
proteínas miofibrilares cuando la carne se almacena durante 18 días a 5 "C. 
Cuando la carne fue inoculada con P. . fliiorescens B52, microorganismo alterante 
con demostrada actividad proteolítica sobre miosina y actina (Richardson, 1982; Aianís y 
col., I999), no se apreció un crecimiento remarcable del microorganismo durante el 
almacenamiento de la carne bajo refrigeración, en ninguno de los tratamientos evaluados 
(figura 9d). 
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Figura 17: Celes de electroforesis y densitogramas en carne almacenada a 4 "C 
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Figura 17: Continuación 
Refueaciss: flecha 8, cadena pesada de mimina; k c b a  b, adiar; flecha c, bandas de prdr6üSin 
La proteasa producida por P. ji'uorrx-enc B52 tiene u11 peso molecular de 46.8 kDa 
y presenta su máxima actMdad entre 45 j C O  T. reduciendo su actividad al 29% de su 
máximo nivel cuando la temperatura declirw hiisfa los 25 "C. Su pH óptimo es de 7, 
manteniendo buenos niveles de proteólisis mtre \alores de 6 y 10.5 y viéndose reducida 
significativamente su actMdad enzimática a \alores de pH por debajo de 6 (Richardson, 
1982). El crecimiento limitado por parte del microorganismo productor de la enzima, la 
temperatura de refigemción y los bajos nivela de pH presentados por la carne (4.8-5.6), 
pudieron reducir o andar la producción y x t i \ i U  enzimática y, por ende, no observarse 
cambios proteolíticos significativos en las pnncipdies proteínas miofidares 
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La proteólisis sufrida por la cadena pesada de la miosina hacia el final del período 
de almacenamiento, observada en todos los tratamientos realizados y el control, podría ser 
debida a fuentes microbianas diferentes al género Pseudomonas o bien a los sistemas 
enzimátiios endógenos de la carne. 
Aigunos de los grupos microbianos asociados con aaividad proteolítica ;Are 
proteínas miofibrilares, a temperaturas de refrigeración, incluyen a los géneros Aeromonas 
spp., Achromobacter spp., Flavobacterium spp., Enterobacter spp., Streptococcus spp. y 
Proteus spp., entre otros (Dainty y col., 1975; Jay y Shelef, 1976). Para los 
microorganismos de descomposición la glucosa, los aminoácidos y otros compuestos de 
bajo peso molecular son los principales sustratos a metabolizar, por lo que la actividad 
proteolítica sobre las proteínas miofibrilares no sería detectabla hasta que el número de 
bacterias alterantes superara los 8 logaritmos por gramo de came o los sustratos de bajo 
peso molecular hubieran sido consumidos (Dainty y col., 1975; Gill, 1976; Greer, 1989). 
Ninguno de los tratamientos aplicados permitió alcanzar niveles de bacterias alterantes 
cercanos a dicho valor, lo que pondría en duda esa hipótesis. Además, aunque la carne 
tratada con ácido láctico fue la que mostró la mejor calidad microbiológica, también en este 
tratamiento se evidenció una leve disminución en la concentración de miosina hacia el final 
del período de almacenamiento. 
Debido al bajo pH cárnico, podría cobrar fuerza la posibilidad de que la actividad 
proteolítica presentada sobre la cadena pesada de la miosina fuera causada por sistemas 
enzimáticos endógenos, especialmente del yr-upo de las catepsinas (Schwartz y Bird, 1977; 
Zeece y col., 1986 y 1992). Resultados similares fueron descritos por Morzcl y col. (2000) 
y Hwang y col. (2000), observando una reduccivn de la banda correspondiente a la cadena 
pesada de la miosina en carne fermentada o tratada con acidos orgánicos y almacenada en 
refrigeración. 
6.5.2 Carne almacenada a 20 "C 
A diferencia de lo observado cuando la carne fue almacenada en refrigeración, las 
principales proteínas miofibrilares sufrieron una importante degradación a 20 "C. 
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La carne tratada con ácido láctico fue la que evidenció el mayor grado de proteólisis 
(p>O.OO 1): no habiéndose encontrado diferencias significativas entre los tratamientos 
realizados con bacterias bioprotectoras y la carne control (p>O. 155) (Anexo 1, tabla 20). La 
proteólisis de la molécula de miosina se puso de manifiesto desde el comienzo del 
alniacenamier,to, degradándose en prori:edio aproximadamente el 40% de la molécula 
pesada de miosina hacia el sexto día (figura 18). Como se muestra en los geles de 
electroforesis y en los densitograrnas correspondientes, es evidente la aparición de bandas 
nuevas con un peso molecular de aproximadamente 100-150 kDa (flecha c) resultantes del 
proceso de proteólkis sufrida por la cadena pesada de la miosina. 
La molécula de actina (flecha b) también sufrió proteólisis, pero menos evidente que 
la presentada por la miosina. No se observan diferencias significativas entre los 
tratamientos aplicados y el control (p>0.472). La degradación de esta proteína es evidente 
hacia el final del período de almacenamiento (p>0.003), mostrándose sin embargo más 
refractaria a la proteólisis que la miosina (Anexo 1, tabla 21). En la figura 18 aparece una 
banda adicional, con peso molecular de aproximadamente 35 kDa, hacia el sexto día de 
almacenamiento y que probablemente sea debida a la degradación de la actina (flecha d). 
El perfil electroforético es consistente, independientemente del microorganismo 
alterante inoculado. Si bien la temperatura de almacenamiento influyó para que P. 
jlzmrescens B52 (Único microorganismo proteolítico empleado) mostrara un crecimiento 
superior al evidenciado cuando fue incubado bajo refrigeración (figura lOd), el pH de la 
carne se mostró por debajo del pH óptimo para la actividad de la enzima proteolítica 
producida por este microorganismo (Richardson, 1982). Además, esta bacteria no mostró 
crecimiento en la carne tratada con ácido láctico, tratamiento que evidenció el mejor perfil 
microbiológico pero que, por el contrario. sufrió el mayor grado de proteólisis de todos los 
tratamientos evaluados. Alanís y col. (1 999) reportan, utilizando un extracto enzimático de 
P.jlfluorescens B52, una extensiva degradación de la miosina y la generación de fragmentos 
de 120-1 50 kDa, lo que coincidiría con lo observado en el presente trabajo; pero destaca 
además una importante e inmediata proteólisis de la molécula de actina, contrastando con la 
pobre y tardía degradación observada en el presente trabajo. 
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Figura 18: Geles de electroforesis y densitogramas en carne almacenada a 20 "C 




















Figura 18: Continuación 
Referencias: flecha a, cadena pesada de miosina; ñmha b, actina; flecha c, bandas de proteólisis en la 
cadena pesads de miosina; flecha d, banda de proteólisis en aetina. 
Por lo anteriormente expuesto, resulta evidente que el origen de la proteólisk 
sufiida por la came almacenada a 20 "C no es microbiológico sino endógeno, al igual que 
ocurría en refrigeración. Resultados simiEares han sido descritos por Morzel y col. (2000) y 
Hwang y COL (2000), a partir de came de pescado cometida a fermentación Iáctica y carne 
de ave tratada con ácido Iáctico, respectivamente. En estos trabajos se concluyen que la 
proteólisis sufiida por las proteínas miofibdares en las muestras no es de origen bacteriano, 
sino que es debida al sistema de eriIrimas proteolíticas presentes en la propia célula 
muscular (especialmente las catepsinas). 
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Las enzimas lisosomales (catepsinas) constituyen un importante grupo de proteasas 
y representan una ruta significativa para la degradación proteica en el músculo in vivo y 
para el ablandamiento de la carne postmortem (Yu y Lee, 1986; Zeece y col., 1992). Las 
catepsinas más importantes encontradas en el músculo son la B, H, L y D, con intervalos de 
pH óptimo para su actividad entre 3.0 y 6.0, excepto la catepsina H que es activa a valores 
de pH entre 5.5 y 6.5. La hidrólisis de la cadena pesada de la miosina es diferente según el 
tipo de catepsina que la realice. La catepsina D hidroliza la molécula entre las cabezas 
globulares y la cola de la miosina, generando fragmentos de aproximadamente 120 y 90 
kDa (Saunders, 1994). En contraste, la catepsina B actúa en el sitio de unión de la 
meromiosina pesada y ligera obteniéndose fragmentos heterogéneos de polipéptidos (1 0-50 
kDa) y un producto mayor de 150 D a ,  resistente a mecanismos proteolíticos adicionales. 
La catepsina L hidroliza la molécula de miosina inicialmente a la altura de las cabezas 
globulares (como lo hace la catepsina D) para posteriormente degradar de forma más 
extensiva y generar fragmentos con un peso molecular dentro del rango de 67-90 kDa 
(Schwartz y Bird, 1977; Zeece y col., 1992; Saunders, 1994). Las catepsinas no limitan su 
actividad a la miosina: actina, tropomiosina, troponina, titina, colágeno y elastina sufren 
asimismo su acción proteolítica. La actividad enzimatica de estas proteínas es directamente 
proporcional a la temperatura, obteniéndose mayor degradación cuando la carne es 
almacenada a temperatura ambiente que cuando se conserva bajo refrigeración (Yu y Lee, 
1986; Zeece y col., 1986; Etherington, 198'7) 1 - 0 5  productos principales de degradación son 
insolubles en soluciones de baja fuerza iónica (Leece y col., 1986). 
El pH de la carne permaneció en u n  niLrl inferior a 5.5 durante todo el estudio, 
encontrándose por debajo de 5.0 desde el bcgi~riJ,~ did de almacenamiento, en todos los 
tratamientos evaluados. Los bajos niveles de rt t I ,~!Jc se hallaron dentro del rango óptimo 
de la actividad enzimática de las catepsinas). ~1111id0s di almacenamiento bajo condiciones 
de abuso térmico, pudieron coadyuvar para que i d  x t i ~  idad proteolítica endógena fuera tan 
importante, como lo reflejan los geles de electrofimws y densitogramas (figura 18). 
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6.6 Solubilidad proteica 
La solubilidad es una importante propiedad que gobierna el comportamiento 
funcional de las proteínas (por ejemplo, la emulsificación y la gelificación) y su potencial 
aplicaciór, al procesamiento de alimentos, Generalmente, las proteínas solubles poseen 
atribii;os funcioiidl~~ superiores para aplicacio,;es en IC! industria alimer,ticia. La soliibilidzd 
se encuentra relacionada con las condiciones ambientales que rodean a la proteína, coni0 el 
pH, la fuerza iónica, así como por la distribución de grupos hidrofóbicos e hidrofilicos 
su?erficiales que pueden sufrir alteraciones como consecuencia de procesm de 
desnaturalización proteica (Vojdani, 1996). 
6.6.1 Carne almacenada a 4 "C 
La carne tratada con ácido láctico presentó los menores niveles de solubilidad 
(p>0.006) a lo largo de todo el almacenamiento. Los restantes tratamientos no mostraron 
diferencias estadísticamente significativas respecto del control (p>O. 763). 
Independientemente del valor de solubilidad alcanzado en cada uno de los tratamientos, el 
porcentaje de proteína soluble sufrió pocas modificaciones a lo largo del almacenamiento, 
alcanzándose la máxima solubilidad en el día 4 y presentándose diferencias significativas 
(p>0.026) sólo entre este y el Último día de almacenamiento en refrigeración (Anexo 1, 
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Figura 19: Solubilidad de las proteínas rniofibriiares en carne almacenada a 4 "C 
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Debido a la naturaleza anfotérica de las proteínas, su solubilidad está muy 
influenciada por el pH al que se encuentren, siendo mínima en su punto isoeléctrico (PI) y 
aumentando al alejarse de él. Dependiendo del pH del sistema, estos polímeros pueden 
actuar como cationes y aniones, de tal manera que al desarrollar la misma carg?, eléctrica 
provocan fuerzas de repulsión entre ellos que repercute en un acmento de la solubiíidid y 
estabilidad. En el pl, dichas fuerzas son mínimas con lo que se favorecen las iriteracciories 
proteína-proteína, se induce la agregación y la consecuente insolubilización final (Hall, 
1996). El pH cárnico siempre se mmtuvo dentro del intervalo del PI de las proteínas 
miofibrilares (5 .O-5.5) (Wismer-Pedersen, 1994), siendo éste un factor determinante a la 
hora de explicar el comportamiento de la solubilidad en las proteínas cárnicas. El pH de la 
carne tratada con ácido láctico fue el más bajo de todos los tratamientos realizados (ver 
sección 6.2.1), lo que podría explicar la menor solubilidad observada el último día de 
almacenamiento alcanzándose el valor más bajo de pH para todos los tratamientos 
realizados, pudiendo sugerirse cierto grado de desnaturalización proteica por exposición a 
ácidos, lo que explicaría la reducción en la solubilidad observada hacia el final del 
almacenamiento. 
6.6.2 Carne almacenada a 20 "C 
La solubilidad de las proteínas miofibrilares fue semejante entre los diferentes 
tratamientos evaluados, no encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre 
ellos (p>0.872). 
El comportamiento de la solubilidad a lo laryo del período de almacenamiento bajo 
condiciones de abuso térmico fue similar entre los diferentes tratamientos, hallándose un 
efecto significativo del tiempo de almacenamiento (p>O 001) (Anexo 1, tajla 22). La mayor 
solubilidad se presentó al inicio del experimento (p>O O O i ) ,  disminuyendo el segundo día 
de almacenamiento, incrementándose el porcentaje de solubilidad al cuarto día, para caer 
finalmente al final del período de almacenamiento, con porcentajes de solubilidad inferiores 
a los mostrados en el segundo día pero sin que exista una diferencia estadísticamente 
significativa entre ellos (p>0.289) (figura 20) 
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Chen y col. (1981) reportan incrementos en la solubilidad de las proteínas . 
miofibrilares que sufrieron un ataque proteolítico de origen microbian0 o endógeno. Zeece 
y col. (1986) reportan que los fragmentos proteicos obtenidos después de una proteólisis 
endógena son esencialmente insolubles en soluciones salinas diluidas. A pesar de que los 
diferentes tratamientos almacenados a esta temperatura sufrieron una intensa actividad 
proteolítica endógena, tampoco se observaron en nuestro caso incrementos en la solubilidad 
de las proteínas miofibrilares. 
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Figura 20: Solubilidad de las proteínas rniofibrilares en carne almacenada a 20 "C 
Cuando se someten las proteínas a la acción de ácidos, éstos ocasionan ionización 
de las proteínas y la consecuente repulsión electrostática intramolecular. El rechazo entre 
grupos vecinos cargados hace que el polímero se desdoble y pierda sus estructuras. Este 
proceso de desnaturalización por bajos calores de pH desdobla o distiende la cadena 
proteica, expone sus grupos hidrofóbicos internos y hace que la proteína adquiera una 
organización menos ordenada, dependiendo de la intensidad del tratamiento y de las tuerzas 
que estabilicen a la molécula. Como resultado, estas estructuras con conformación alterada 
son normalmente menos solubles que sus formas nativas (Badui, 1999). El pH cárnico 
sufrió una reducción importante en todos los tratamientos evaluados, alcanzando valores 
por debajo de 5.0, lo que junto con una mayor temperatura de almacenamiento pudo 
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ocasionar la reducción en la solubilidad proteica, al generar cierto grado de 
desnaturalización. 
6.7 Determinación de grupos sulfhidrilos 
La desnaturalización proteica en las carnes, ya sea por maduración o por 
procesamiento de las mismas, influye en el contenido de los grupos sulfhidrilos vinculados 
a las proteínas, por lo que también modifica la conformación molecular y la actividad 
superficial de las mismas (Ancín y col., 1989b; Damodaran, 1994). 
La importancia de los grupos sulfhidrilos sobre las propiedades .funcionales de las 
proteínas, se discutirá con mayor amplitud en la sección 6.9 (propiedades de 
emulsificación). 
6.7.1 Carne almacenada a 4 "C 
La concentración de grupos SH presentes en las proteínas miofibrilares no mostró 
diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes tratamientos realizados y el 
control (p>0.864) (figura 21). Similar fue el comportamiento evidenciado a lo largo del 
almacenamiento, observándose las concentraciones de grupos SH más bajas hacia el día 8 
de almacenamiento en refiigeración (p>O 002) (Anexo 1, tabla 23). Totosaus-Sánchez 
(1996) reporta un incremento progresivo en la concentración de grupos SH en la carne 
bovina almacenada a 4 "C, atribuyéndoselo a u n  proceso gradual de desnaturalización de la 
proteína c h i c a .  Por su parte, Chawla y col (1996) describen una disminución en la 
concentración de grupos sulfhidrilos libres cuando la carne sufre un descenso en su pH al 
ser tratada con diferentes ácidos orgánicos (adernas de sufrir alteraciones estructurales en la 
molécula proteica). Una disminución similar en la concentración de grupos sulfhidrilos 
libres fue descrita por Ishioroshi y col. (1979) en carne almacenada bajo refrigeración 
durante 15 días, atribuyéndola a fenómenos de agregación entre las moléculas de miosina 
debidos a la oxidación de los grupos SH y a una posterior interacción intermolecular 
durante el almacenamiento. 
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Tiempo (días) 
-a- L. carnis -fi- L. pentosus & S. carnosus 
-)IC Ácido láctico -O- Control 
Figura 21: Concentración de grupos SA en proteínas miofibrilares 
de carne almacenada a 4 "C 
6.7.2 Carne almacenada a 20 "C 
Al igual que lo observado en el caso anterior no se apreciaron diferencias 
estadísticamente significativas (p>0.853) en la concentración de grupos SH de las proteínas 
miofibrilares de carne sometida a los diferentes tratamientos y almacenada bajo 
condiciones de abuso térmico (Anexo I ,  t h l d  2 3 )  Todos los tratamientos presentaron el 
mismo comportamiento a lo largo del drnacenamiento, mostrando las menores 
concentraciones de grupos SH hacia el segundo dia (p>0.05) (figura 22).  Una disminución 
similar en los grupos sulfhidrilos libres fue reportada por Chawla y col. (1996) cuando el 
pH cárnico sufre una disminución por la a.ccion de diferentes ácidos orgánicos. 
Los grupos sulfhidrilos poseen un4 SrJn importancia en la estabilidad de la 
estructura terciaria de las proteínas muscularrs. como ya se mencionó anteriormente, 
haciendo que se plieguen hasta su contorni.rcicin nativa y afectando por ende, la 
funcionalidad de estas macromoléculas L o \  cmpos disulfuro, por su parte, originan una 
reducción drástica en la flexibilidad de la proteirid nativa, por lo que el entendimiento de la 
importancia de la relación entre los grupos Si1 L' SS es fundamental para la interpretación y 
manipulación de las propiedades fiincionales (German y Phillips, 1994). 
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6.8 Propiedades de gelificación 
La gelificación de las proteínas musculares es la gran responsable de la 
estabilización química y física de la grasa y el agua en productos c h i c o s  y de la unión 
entre las piezas que lo conforman. Las textura de varios productos cárnicos está en función 
de la capacidad de gelificación de las proteínas y de la interacción específica con la fase 
acuosa y grasa (Ziegler y Acton, 1984). 
6.8.1 Carne almacenada a 4 "C 
La fuerza para penetrar los geles obtenidos a partir de proteínas miofibrilares de 
carne tratada con ácido láctico es la menor requerida iespecto de todos los demás 
tratamientos evaluados (p>O.OO I). El resto de los tratamientos no mostró -diferencias 
estadísticamente significativas con la muestra control (p>0.078). La fuerza de penetración 
en todos los tratamientos sufre un descenso progresivo a lo largo del almacenamiento en 
refrigeración (figura 23) ,  siendo las requeridas a los días 8 y 12 las menores (p>O 001) 
(Anexo 1, tabla 24). La fuerza de penetracivn presenta una correlación estadísticamente 
significativa con el pH cárnico (p>O.OO I )  y con la solubilidad de las proteínas miofibrilares 
(p>O 002) (Anexo 1, tabla 34). Una reduccion similar en la rigidez de los geles de miosina. 
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en función del tiempo de almacenamiento bajo refrigeración, fue reportada por Ishioroshi y 
col. (1979). 
La came tratada con ácido láctico presentó la menor solubilidad de los extractos 
miofibrilares de todos los tratamientos evaluados, observándose modificaciones mínima; en 
este parámetro a Lo largo del almacenamiento. Samejima y col. (1985) indican que la 
rigidez del gel es directamente proporcional a la solubilidad proteica. Sin embargo, otros 
autores han descrito que la solubilidad de las proteínas miofibrilares sometidas a uri 
almacenamiento en refrigeración no parece estar relacionada con la rigidez de los geles 
(Lan y col., 1995b). En este mismo sentido, Liu y Xiong (1997) sugieren que la solubilidad, 
por sí sola, no puede explicar las propiedades de gelificación de las proteínas miofibrilares. 
I 1.4 1 II 
O 4 a 121 
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Figura 23: Penetración de geles de proteínas miofibrilares (4 "C) 
Lan y col. (1995b y 199%) reportaron que la fuerza de penetración de geles está 
profundamente influenciada por el pH, encontrando que el valor óptimo está entre 6.0 y 6.5, 
reduciéndose significativamente cuando el pH desciende por debajo de 5.5. 
Adicionalmente, describen que el músculo que presenta un pH postrigor de 7.0 (DFD) 
origina mayor rigidez de gel, a cualquier pH al que se lo ajuste posteriormente, que un 
músculo de pH normal ( 5 . 5 ) .  Esto sugeriría que el músculo con bajos valores iniciales de 
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pH genera mayor desnaturalización proteica, lo que reduciría su funcionalidad y 
sensibilidad al pH. 
Una observación similar se realizó a partir de los datos obtenidos con las pruebas 
reológicas dinámicas El módulo de almacenamiento (G‘) fue inferior en la carne tratada 
con ácido láctico (p>O.OO I), no presentando los restantes tratamientos diferencias 
estadísticamente significativas respecto del control (p>0.222). El módulo G’ disminuyó 
progresivamente en función del tiempo de almacenamiento (figura 24), siendo los valores 
menores los registrados en los días 8 y 12 (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 25). Se pudo observar 
una correlación estadísticamente significativa entre G’ y el pH cárnico (p>O.OOl), pero no 
así entre G’ y la solubilidad de las proteínas miofibrilares (p>O. 135) (Anexo 1, tabla 34). 
Vega-Warner y col. (1999) han descrito una compleja interacción entre el pH 
cárnico y las proteínas miofibrilares durante la gelifícación inducida por calor y sugieren el 
efecto del pH final de la carne sobre las propiedades de gelificación de las moléculas 
proteicas. Una conclusión similar es aportada por Xiong y Blanchard (1994), al remarcar la 
importancia del pH cárnico sobre las propiedades de gelificación de las proteínas. 
Bertazzon y Tsong (1990) reportaron una desestabilización de los diferentes 
dominios estructurales de la miosina al reducirse el pH cárnico. Cada dominio muestra 
cambios en su temperatura y entalpía de desnaturalización. Estos cambios fueron 
interpretados en términos de profundas modificaciones en grupos de residuos o alteraciones 
en el tamaño de estos dominios estructurales. Observaciones similares fiieron descritas por 
Findlay y Stanley (1984), observando reducciones en el calor de transición, además de 
modificaciones en la temperatura de desnaturalización de las diferentes transiciones 
térmicas, por efecto del tiempo de almacenamiento y el pH cárnico. En el mismo sentido se 
han reportado modificaciones en las transiciones térmicas de los diferentes dominios 
estructurales de la miosina y de la entalpía de desnaturalización al disminuir el pH cárnico 
(Xiong, 1992). Vega-Warner y Smith (3001) reportan también una disminución en las 
temperaturas de transición de los primeros cuatro dominios estructurales de la miosina y un 
incremento en los cinco dominios finales, como consecuencia del descenso del pH cárnico. 
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Figura 24: Módulo de almacenamiento (C') de carne almacenada a 4 "C 
I 
Referencias: 0, día O ;  A, día 4; O, día 8; *, día 12; flecha, dehilitümiento temporal de G'. 
La estructura intacta de la miosina permite que cada dominio estructural se . 
desnaturalice paso a paso y refleje la naturaleza cooperativa de la transición desde su 
conformación nativa hasta un estado menos estructurado durante la geiificación inducida 
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por calor (Visessanguan y An, 2000). Sobre la base de estos antecedentes se puede suponer 
que el pH cárnico generó cambios en las proteínas miofibrilares que alteraron sus 
propiedades de desnaturalización, así como modificaciones en la interacción proteína- 
proteína durante la agregación (por ejemplo temperatura y tasa de desnaturaiización), 
cambios que repercutieron sobre los parámetros reológicos. Es importante remarcar que las 
modificaciones en las propiedades de gelificación de las proteínas miofibrilares no pueden 
ser explicadas totalmente por un proceso de proteólisis, ya que la carne almacenada en 
refrigeración sufrió una leve acción proteolítica solo alrededor del día 12. 
Ai comparar los datos obtenidos en los estudios de penetración y reológicos 
dinámicos se evidenció una correlación significativa (p>O.OO 1) entre ambos parámetros 
(Anexo 1, tabla 34). Los datos de rigidez de gel no están necesariamente en concordancia 
con el valor final de G' de los estudios reológicos dinámicos, ya que estas últimas son 
mediciones no destructivas mientras que la prueba de penetración sí lo es. Xiong y 
Blanchard (1994) han publicado que tanto los parámetros reológicos dinámicos como los 
estáticos, utilizados para evaluar las propiedades de los geles de proteínas miofibrilares, 
están afectados por similares factores, tanto intrinsecos como extrínsecos, pudiendo ser 
comparables. Sin embargo, los dos tipos de parametros representan diferentes aspectos del 
perfil reológico de los geles proteicos por lo tanto no están relacionados de un modo 
simple (Liu y Xiong, 1997). 
Después de la primera elevación de los Lalores de G', se observó una disminución 
en los valores de este parámetro (en el intendlo de temperatura de 55-60 "C) (flecha en 
figura 24), incrementándose posteriornicntc. cn forma progresiva hasta el final de la 
gelificación (SOOC). Se han postulado J I  riicrx)s cuatro hipótesis para explicar dicho 
fenómeno: la primera propone que las iriicf .rLiiontts generadas a temperaturas cercanas a 
los 50 "C son esencialmente termolábiies L \c rompen al incrementarse la temperatura, para 
finalmente ir aumentando la rigidez del gci .iI desarrollarse interacciones termoestables 
entre las proteínas participantes en el misino (B3ier y col., 1996). La segunda implica la 
participación de enzimas proteolíticas endosenas, que son activadas a temperaturas 
cercanas a los 50 "C y que generan la hidrolisis de !as proteínas que comienzan a formar el 
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gel (Hamann y col., 1990; Wang y Xiong, 1998). Smyth y col. (1996) sugieren que este 
debilitamiento en el gel esta relacionado con la desnaturalización de las cadenas ligeras de 
la iniosina. Por Último, Sano y col. (1989) y Visessanguan y col. (2000), proponen que la 
disminución temporal en el módulo de almacenamiento es causada por una ruptura de la 
niatriz Oel Bel, generada en parte por la disociación de la molécula de miosina de! filamento 
de actina y en parte por la fragmentación tiel filamento de actina. En nuestro caso, se na 
observado que la disminución transitoria en el intervalo de temperatura de 55-60°C para el 
móduio de almacenamiento se reducía de forma considerable a medida que avanzaba el 
periodo de almacenamiento de las muestras. El complejo actomiosina es muy estable en 
torno a un valor de pH de 6.0, disminuyendo cuando el pH se ve reducido (Xiong, 1992). 
Es probable que con el avance del almacenamiento (Hultin, 1993) y con los bajos pH 
generados en la carne (It0 y col., 1978; Wu y Smith, 1987), el complejo actomiosina se 
haya relajado y, en concordancia con la hipótesis formulada por Sano y col. (1989) y 
Visessanguan y col. (2000), se reduzca el debilitamiento temporal de los geles. 
No se observaron diferencias significativas en el valor de tan 6 entre los diferentes 
tratamientos evaluados y el control (p>0.848) ni entre los diferentes tiempos de 
almacenamiento (p>0.389) (Anexo 1, tabla 26), lo que indica que los tratamientos influyen 
sobre la rigidez de los geles pero no sobre su elasticidad. 
Los geles de proteínas miofibrilares formados a partir de carne al inicio del 
almacenamiento mostraron al microscopio electrónico de barrido una estructura globular 
compacta y homogénea, evidenciando corpúsculos esféricos, típicos de un gel con alta 
rigidez (figura 25). Esta morfología de se1 se presenta cuando se utilizan proteínas 
miofibrilares, a diferencia de la estructura fina de redes tridimensionales que .aparece 
cuando se emplea solamente miosina (Smith y Brekke, 1985; Boyer y col., 1996; Lefevre y 
col., 1998). La estructura de los geles obtenidos a partir de proteínas miofibrilares de came 
tratada con ácido láctico fue más abierta, en comparación con la formación más compacta 
de los geles obtenidos a partir de los tratamientos control e inoculado con bacterias 
bioprotectoras. Esto coincidió con los datos obtenidos en la prueba de penetración de geles 
y en las pruebas reológicas dinámicas, donde los seles procedentes del tratamiento con 
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ácido Iáctico mostraron los menores valores de trabajo de penetración y módulo de 
almacenamiento, respectivamente. 
Hacia el final del almacenamiento se pudo observar una mayor laxitud en los geles 
obtenidos de la carne control y la moculada con bacterias bioprotectoras, con respecto al 
día O de ahaceminiento, lo qsie explicaria el deszenso en la ñierza de penetración de geles 
y G' reportados por las pruebas reológicas estáticas y dinámicas, respectivamente. Los 
geles obtenidos de m e  tratada con ácido láctico mostraron una mayor apertura y ruptura 
de la micrcrestructura (figura 25). 
Figura 25: Microscopía electrónica de barrido de geles de proteínas miofibrilares. 
Referencias: A y D) control; B y E) inoculada con bacterias bioprotedoras; C y F) 
tratada con ácido iáctico; A, B y C) día O de almacenamiento; D, E y F) dia 12 de 
almacenamiento (Amplificación: 15000~). 
Barbut (1994) y Tazawa y col. (2002) han descrito la secuencia de agregación de la 
molécula de miosina sometida a tratarnientos térmicos en diferentes especies animales, 
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coincidiendo en que la misma acontece mediante un proceso de asociación intermolecular 
en una región cercana a las cabezas globulares (subunidad 2 )  para formar, a temperaturas 
bajas, dímeros de miosina. A medida que la temperatura se eleva, se forman trímeros y 
luego oligómeros para formar una masa globular de aproximadamente 60 nm, con las colas 
de la miosina dispuestas eri forma radial. Incrementando la temperatura, los oligómeros 
coalescen para formar partículas y agregados de aproximadamente 100-200 nm, 
contribuyendo las colas a formar la red tridimensional de los geles de miosina inducidos 
por calor. 
Visessanguan y An (2000) reportaron que la integridad molecular facilita el 
desplegamiento de cada dominio estructural de la miosina, siendo éste la base para una 
agregación correcta y ordenada de las cadenas proteicas en la formación de un gel elástico. 
La desnaturalización de la miosina genera que algunos segmentos de la molécula se 
encuentren disponibles para la agregación, depositándose en pequeños fragmentos y 
provocando de esta forma la ruptura en la ultraestructura del gel resultante. 
Los filamentos que se presentan en los geles obtenidos a partir de la carne tratada 
con ácido láctico hacia el final del almacenamiento (flechas en la figura 25 F), se asemejan 
a los observados en los geles generados de forma espontánea'al disminuir el pH de las 
proteínas miofibrilares a 4, formados por un incremento en la asociación proteína-proteína 
(Barbut, 1994). 
6.8.2 Carne almacenada a 20 "C 
La fuerza requerida para penetrar los seles obtenidos a partir de proteínas 
miofibrilares de carne tratada con ácido láctico es estadísticamente inferior a la exigida para 
geles elaborados con proteínas procedentes de carne sometida a cualquiera de los otros 
tratamientos (p>O.OOl) (Anexo 1 ,  tabla 24). Al inicio del experimento se presentó la mayor 
fuerza de penetración (p>O.OOl), disminuyendo en un  alto grado hacia el segundo día de 
almacenamiento y permaneciendo con escasos cambios hasta la finalización del mismo 
(p>0.05 1) (figura 26). 
i 
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El trabajo de penetración muestra correlación significativa con la concentración de 
miosina (p>O.OOI),  la concentración de actins (p>o,oo2), el pH carnico (p>O.OOl) y la 
solubilidad de las proteinas miofibrilares (p0.001)  (Anexo I ,  tabla 34). 
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Figura 26: Penetración de geles de proteínas miofibrilares (20 "C) 
En coincidencia con los resultados del estudio de penetración, el módulo de 
almacenamiento fue también inferior para 10s ge!es generados a partir de carne tratada con 
acido láctico (p>O 002).  Los restantes :r.i[.iniientos no mostraron diferencias 
estadísticamente significativas respecto ai c c ) n ~ r t ~ l  I p 109) (Anexo I ,  tabla 2 5 ) .  AI inicio 
del almacenamiento se presentó el m a - e r  i ,ilor de G' (p>O.OO I), disminuyendo 
progesivamente a lo largo del estudio (tigurn 2 1 .-{I comparar los datos obtenidos a partir 
de las determinaciones reolóyicas dinámicas ict  \ de penetración de geles se observa una 
correlacion significativa entre ambos p.ir.i!ixtros ( p > O . O O  1) ( h e x o  1, tabla 34), 
concordando con io descrito por Xiong y B I ~ 1 n ~ k . u t - i  I 1393) en cuanto a la interrelación de 
los resultados obtenidos a partir de estudkoj rEt('!,tsiios dinámicos y estáticos. 
En los geles de proteinas miotibril,irr> s 7irn;ifül; a partir de carne tratada con acido 
liictico no e j  posible observar la primera. t r c i n ~ i b : \ 1 n  de temperatura a partir del segundo dia 
de almacenamiento Desde el dia 4 solo b e  prebe:itJ u n a  Iiyera elevacion en el modulo de 
~lrri~iictsnarniento en funcion del cL~It'ntiirtiirnti~ :: 2 . - . i  l-1 
La elasticidad de los geles obtenidos a partir de came tratada con ácido láctico fue 
inferior ai resto (p>O.OOl), ai evaluar 10s valores de tan 6 (Anexo 1, tabla 26). La 
elasticidad presentada por los geles obtenidos a partir de came en el Último día de 
almacenamiento fce inferior a la observada 10s restantes días de la incubación. Estos 
datos concuerdan ccn los reportados por Visessan;uan y An (2000), quienes describen una 
rebucción en ía elasticidad de los geles de groteinas debida a la hidrólisis sufrida por la. 
principales proteínas miofíbrilares. 
El módulo de almacenamiento prescrita una correlación significativa con la 
concentración de miosina (p>O.OOl), el pH cárnico (p>0.002) y la solubilidad de las 
proteínas miofihriiares (p>0.002); pero no con la concentración de actina (p>0.230) (Anexo 
1, tabla 34). La elasticidad de los geles presentó correlación significativa con la 
concentración de miosina en el extracto proteico (p>O.OO 1), estando relacionados en forma 
inversamente proporciona1 (Anexo I ,  tabla 34). 
La hidrólisis de las proteínas rniofibri!ares generó una severa reducción tanto en el 
desarrollo del módulo de almacenamiento como en su valor final. Se ha descrito que estos 
parámetros disminuyen según el grado de proreólisis sufrida (Visessanguan y An, 2000). 
Coincidiendo con lo observado en el p r w n t e  trabajo, estos autores concluyeron que la 
degadacion de la miosina (particularmente de 13 cadena pesada) es el principal factor que 
contribuye a la disminución de los paramerros reológicos del gel. Los mismos autores han 
sugerido que la miosina hidrolizada presenra una tendencia a desnaturalizarse con mayor 
facilidad que la miosina nativa, debido ;1 la menor entalpía requerida para generar su 
desnaturaiización térmica. Asimismo, reponwn una disminución en el contenido de a- 
heiice de la proteína. Smith y Brekke ( 195 < I r e p m a n  u n  descenso importante en la calidad. 
risidez, elasticidad y capacidad de li;ar ~ S U J  de geles de proteínas miofibrilares sometidas 
a la acción de enzimas proteolíticas. 
En cuanto a la correlación entre la wiubilidad de las proteínas miofibrilares y la 
rigidez de los geles, en función del tiempo de drnacenamiento, resultados similares han 
sido reportados por Istiioroshi y coi í lLJ- 1 )  l'.ir:i formar u n  gel elástico, las proteinas 
I“ = _ _  ~ .- - 
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miofibrilares deben ser, previamente solubilizadas, por 10 que cualquier cambio en la 
solubilidad proteica provocará una alteración en sus propiedades de gelificación. 
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Findlay y Stanley (1984) reportaron importantes disminuciones en la entalpía de 
desnaturalización de los diferentes dominios estmcturales de la miosina cuando la carne h e  
almacenada durante 8 días a 20 "C. Esta reducción fue asociada con la proteólisls sufrida. 
por las molécula proteicas. 
. 
La carne akacenada ba;o abuso térmico evidencia ulia importante protechis de ia 
cadena pesdda de la miosina, pudiendo ser éste el factor principal que condicionó la 
capacidad de gelificación de las proteínas miofilrilarzs. Resultados similares fuerm 
reportados por Ishioroshi y col. (1979), obsemándose una relación Iineai cntr: la rigidez de 
los geles y la concentración de la miosina. 
Para la molécula de miosina intacta, cadi pico endotérmico se deriva de cada uno de 
los dominios estiucturales, los cuales se despliegan a diferentes temperaturas en función de 
su estabilidad térmica. La hidrólisis de ¡a molécula origina la reducción de.su tamaño y la 
destmcción de su complejidad estructural, lo que a su vez ocasiona la reducción en la 
entalpía requerida para su desnaturalización (Visessanguan y An, 2000). La 
desnaturalización y agregación térmica son procesos continuos y cooperarivos, por lo que 
cambios en 'las propiedades de desnxuralización proteica afectan la subsiguiente 
agregación. Todos estos datos coincidiri-in en apuntar a que la proteólisis afectó la 
geiificación por calor de la miosina. 31 modificar sus propiedades de desnaturalización y 
agregación. 
No se realizaron análisis mediante microscopía electrónica de barrido para geles 
obtenidos a partir de carne almacenada J ' 0  ' C .  en ninguno de los tratamientos, debido a 
que éstos eran muy débiles e incapxrs Je  >uportar las etapas iniciales de fijación. 
deshaciéndose su estructura a partir del jcsL:Edd JIJ de almacenamiento. 
6.9 Propiedades de emulsificación 
Son muchos los derivados cárnicos en ics que la formación de un sistema emulsion 
es uno de los factores responsables de I J  [<:\[urd y contribuye de modo relevante a 1 . 1  
calidad organoléptica del producto termin.il:,\ I \ i ? L ! n  y sol . 1939b) 
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6.9.1 Carne aimacenada a 4 "C 
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el índice de 
actividad de emulsión (IAE) de los diferentes tratamientos evaluados y el de la muestra 
control (p>O.897). 
El comportamiento del IAE en fiinción del tiempo de almacenamiento en 
refrigeración sí muestra un efecto estadísticamente significativo (p>O.OO 1) (Anexo 1 , tabla 
27), alcanzando su valor mínimo hacia el octavo día y siendo máximo en el Úkirno día de 
almacenamiento (figura 28a). Totosaus y col. (1 998) reportaron una disminución similar en 
el IAE en la primera semana de almacenamiento de carne bovina bajo condiciones de 
refrigeración, incrementándose y alcanzando los mayores niveles hacia la segunda semana. 
Este patrón de comportamiento fue constante en todos los tratamientos evaluados, 
observándose una correlación significativa (0,001) entre el IAE y la concentración de 
grupos SH en las proteínas miofibrilares (Anexo I ,  tabla 35). El valor más bajo del IAE se 
presentó cuando la concentración de grupos SH fue mínima también. Una correlación 
similar fue reportada .por Ancín y col. (1989a), pero en éste caso se encontró que a medida 
que disminuían los grupos sulfhidrilos libres se estabíliza mayor cantidad de superficie en 
la interfase. Li-Chan y col. (1985) han descrito también, en concordancia con los resultados 
del presente trabajo, que la concentración de grupos SH libres está positivamente 
correlacionada con las propiedades de emulsión. De acuerdo con su estabilidad estructural, 
las proteínas tienden a desplegarse estructuralmente y a orientarse en la interfase 
agua:aceite. Por ello, la actividad en interfase de la proteína es fiel reflejo de sus 
características conformacionales y afecta a la capacidad de esa proteína para participar con 
más o menos eficiencia en un sistema tipo emulsion (Nakai, 1983; Ancín y col., 1989b). La 
función tundamental de los puentes disulfuro es estabilizar la estructura tridimensional, al 
hacer que la proteína se pliegue en su conformacion nativa. Un incremento en el contenido 
de grupos SH libres (aparentemente por desnaturalización), provocaría un desplegamiento 
de la molécula proteica, generándose una mayor flexibilidad. En una emulsión, dicho 
desplegamiento y flexibilidad proteicos se combinarían para extender, reorientar, ampliar y 
formar una película cohesiva continua en la interfase aceita:agua, orientando los dominios 
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hidrofóbicos hacia la fase apolar (Das y Kinsella, 1990). En nuestro caso, al detectarse 
menor cantidad de grupos SH libres, probablemente la molécula se presentó mas rígida, 
pudiendo ésto explicar el bajo IAE evidenciado hacia el día 8 de almacenamiento. German 
y Phillips (1994) han descrito que la principal función de los puentes disulfuro en una 
emulsión es estabilizar la molécula proteica, restringir su desplegamiento e impedir la 
completa exposición de las regiones hidrofóbicas. 
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Figura 28: Parámetros de emulsión (IAE, IEE y CE) de carne almacenada a 4°C. 
Referencias : O, L. carnis; A, L. peniosus; O, S. curnosus; *. licido láctico; O, control. 
Como ya se expuso en la sección 6.5 1 (.Actividad proteolítica), el último día de 
almacenamiento presentó una leve pero significativa reducción en la concentración de 
miosina, posiblemente como resultado de la actividad proteolítica endógena. Es en este día 
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algunos autores (Smith y Brekke, 1984 y 1985; Li-Chan y col., 1985; Sheen y Sheen, 1988; . 
Chobert y coi., 1988; Das y Kinsella, 1990; Gistinsson y Rasco, 2000), la hidrólisis 
controlada de las proteínas incrementa su capacidad emulsionante. La hidrólisis proteica 
incrementa el número de grupos cargados, debido a los grupos amino y carboxilo generados 
y conlleva a una disminución en el peso molecular, un incremento de la hidrofilia y un  
cambio en la configuración molecular. Smith y Brekke (1985) reportan incrementos en las 
propiedades emulsionantes de las proteínas hidrolizadas aún cuando la solubilidad original 
de éstas sea reducida y el proceso se de a pHs bajos (4.5-5.0) condiciones similares a las 
observadas en el presente trabajo. La proteólisis genera mayor flexibilidad molecular, un 
desplazamiento de los grupos hidrofóbicos hacia la superficie y una disminución en el 
tamaño de las moléculas y por ende una migración más fácil hacia la interfase aceite:agua. 
Todos estos cambios influyen en gran medida sobre la solubilidad de las proteínas 
modificadas y en consecuencia provocan cambios en sus propiedades emuisionantes (Sheen 
y Sheen, 1988; Chobert y col,, 1988, Das y Kinsella, 1990). 
La capacidad de emulsión ICE) por su parte, mostró un efecto estadísticamente 
significativo en función del tratamiento aplicado (p>O.OOl), siendo mínima para la carne 
tratada con ácido láctico, L. CarIzis' o L peritosus. No se apreciaron diferencias 
estadísticamente significativas en los distintos tiempos de almacenamiento en refrigeración 
(p>O 665) (Anexo 1 ,  tabla 29), aunque puede observarse que los menores valores se 
presentaron (ai igual que ocurrió en el c350 del I.*) hacia el día 8. Los valores de CE no 
presentan una correlación estadísticamente cigni ticativa con la concentración de grupos SH 
libres (p>O.141) (Anexo 1, tabla 35)  ( f i g ~ r 3  'Sc) Tampoco se observó correlación entre la 
capacidad de emulsión de las proteinJ5 \ el p H  cárnico, aunque los tratamientos que 
- zeneraron menor CE heron aquellos que  rnohtrriron los menores niveles de pH a lo largo 
del almacenamiento. Galluzzo y Resenstein I I reportaron una disminución en la CE a 
medida que el pH se aproxima al pi de 13 mic)sinri. atribuyendo dicho efecto a la pérdida de 
carga neta en la proteina y a la reduccion de la solubilidad. En el presente trabajo no se 
apreció una correlación entre la CE y la solubilidad proteica, requiriéndose información 
adicional (por ejemplo, hidrofobicidad y g3do de desnaturalización proteica) para explicar 
completamente el fenómeno observado Otro. .lutores (Nakai, 1983; Voutsinas y col., 1983. 
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Li-Chan y col., 1984 y 1985) consideran que la CE de una proteína no puede ser entendida 
solamente de acuerdo a su solubilidad sino como el resultado de una compleja interacción 
de factores, entre los que destacan la hidrofobicidad superficial y la presencia de grupos SH 
libres. 
El índice de estabilidad de emulsión (IEE) no mostró diferencias estadísticamente 
significativas entre los tratamientos ensayados y el control (p>O. 550), coincidiendo con lo 
observado para el IAE. En el cuarto día de almacenamiento en refrigeración se presentó 
menor estabilidad de la emulsión, aunque los valores solo fueron estadísticamente 
significativos (p>0.05) respecto de los obtenidos para el día 12 (Anexo 1, tabla 28). Es 
probable que la hidrólisis, mínima pero significativa, sufrida por la molécula de miosina 
haya generado cambios estructurales suficientes para impartir mejores cualidades en la 
formación de las emulsiones y en su estabilidad, en concordancia con lo reportado por 
Kristinsson y Rasco (2000) (figura 28b). . 
6.9.2 Carne almacenada a 20 "C 
El tratamiento control presentó el mayor IAE, pero sólo hubo diferencias 
estadísticamente significativas en comparacion con la carne inoculada con L. carnzs 
(p>0.05) (figura 29a). 
El menor IAE de las proteínas miofibrilares se evidenció hacia el segundo día de 
almacenamiento bajo condiciones de abuso termico (Anexo 1, tabla 27). De la misma 
forma que en el caso de la carne almacenada b q o  refrigeración, el descenso en el IAE se 
presenta cuando la concentración de grupos S H  es también mínima, existiendo una 
correlación Significativa (p>O.OOl) entre ambos parametros (Anexo 1, tabla 35). Las 
proteínas que presentan un número importanre de enlaces disulfuro y una gran interacción 
entre sus diferentes segmentos limitan la tlexibilidaid de la molécula y la exposición de los 
segmentos hidrofóbicos hacia a la fase lipídica de las emulsiones (Damodaran, 1994; Hill, 
1996). Esto explicaría los bajos valores de IAE cuando las proteínas sufren la reducción en 
la concentración de grupos sulfhidrilos libres hacia el segundo día de almacenamiento. 
119 Resultados y Discusión 
m2.1 - 5 -





El IAE se correlaciona de forma positiva con el pH cárnico (p>O.OOl), aunque no 
con la solubilidad de las proteínas miofibrilares (p>0.652) (Anexo 1, tabla 35). Flores y 
Bernie11 (1985) han descrito que la capacidad de las proteínas miofibrilares para actuar 
como agentes ermlsionaiites disminuye conforme el yH se aproxima a su PI. En este 
trabajo, no obstante, la solubilidad de las proteínas no fue el factor más iniportanti en 
controlar la actividad emulsionante. Resultados similares han sido reportados por Gaska y 
Regenstein (1982), quienes no coinciden con el punto de vista tradicional de que una alta 
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Figura 29: Parámetros de emulsión (ME, IEE, CE) de carne almacenada a 20 "C 
Referencias : 0, L. carnis; A, L. pentosus; O, S. curnosus; *, ácido láctico; O, control. 
La carne tratada con ácido láctico mostró la menor capacidad de emulsión, aunque 
las diferencias no fueron estadísticamente significativas respecto al control (p>0.059). La 
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CE presentó una importante caída desde el inicio del almacenamiento, siendo su valor 
máximo el día O (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 29). Este parhe t ro  mostró estar correlacionado 
significativamente tanto con la solubilidad de las proteínas miofibrilares (p>O.OO 1 j como 
con la concentración de grupos SH presentes en ellas (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 35) (figura 
29c). La carne almacenada bzjo condiciones de abuso térmico registró una importante 
hidrólisis de las principales proieínas iniofibrilares, desde el inicio del almacenamiento. Si 
bien se ha reportado que la prateólisis proporciona mejores propiedades emulsionantes a las 
proteínas, e! control del grado de hidrólisis sufrido es sumamente importante en la 
determinación de las propiedades de la proteína mcdificada (Quaglia y Orban, 1990). Un 
número importante de estudios reportan que la hidrólisis proteica como medio para 
incrementar la actividad de emulsión, resulta ineficaz o incluso perjudicial si el proceso no 
es controlado (Chobert y col., 1988; Sheen y Sheen, 1988; Das y Kinsella, 1990; Quaglia y 
Orban, 1990). Existe una relación positiva entre la actividad emulsionante y la longitud de 
la cadena proteica, siendo ampliamente aceptado que los péptidos deben contener ai menos 
20 residuos aminoacídicos para poseer buenas propiedades emulsionantes. Algunos 
estudios indican que los péptidos de bajo peso molecular poseen una reducida actividad 
emulsionante, como resultado de la disminución en la hidrofobicidad superficial (Quaglia y 
Orban, 1990; Mahmoud y col., 1992). 1 ~ ) s  pequeños péptidos difunden rápidamente, se 
absorben en la interfase y son menos eficientes a la hora de reducir la tensión superficial, 
debido a que no pueden desdoblarse y reorientarse en la interfase como lo hacen las 
proteínas o hidrolizados de mayor peso molecular (Kristinssson y Rasco, 2000). Además de 
estas razones, la solubilidad de las proteínas rniofibrilares disminuye paulatinamente a lo 
largo del almacenamiento contribuyendo a disminuir aún más su capacidad de emulsión. 
No se observó efecto de! tratamiento sobre Los valores de IEE en la carne 
almacenada simulando abuso térmico (p>0. 508). Este parámetro mostró una caída gradual a 
lo largo del almacenamiento, resultando estadisticamente diferente la estabilidad registrada 
en el inicio y en ei último día de almacenamiento (p>0.037) (Anexo 1, tabla 28) (figura 
29b). La disminución gradual en la solubilidad de las proteínas miofibrilares puede haber 
sido uno de los factores que haya influido en la caída de la estabilidad de la emulsión, 
estando dichos valores correlacionados desde el punto de vista estadístico (p>0.009) 
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(Anexo 1, tabla 35). La solubilidad de un emulsionante es un parámetro crucial en el 
control de la coalescencia, siendo mínimo cuando la solubilidad se reduce y la carga neta de 
la proteína es baja (Das y Kinsella, 1990). Los mismos autores han reportado que los 
péptidos resultantes de la hidrólisis proteica reducen la estabilidad de las emulsiones que 
forman. Esto es debido a que el diámetro promedio de los glóbulos grasos generados son 
superiores en presencia de péptidos que cuando son las proteínas originales quienes los 
conforman. El incremento en el diámetro de los glóbulos grasos ocasiona un aumento en la 
tasa de coalescencia y la ruptura de la película que rodea a los grandes glóbulos, 
colisionando entre sí, además de incrementar la tasa de cremado y, por ende, disminuir la 
estabilidad de las emulsiones (Das y Kinsella, 1990; Kristinsson y Rasco, 2000). 
6.10 Determinación de color 
La característica más importante por la cual se juzga la calidad de un alimento es su 
apariencia y el más importante de la apariencia es el color. Este atributo se asocia al 
alimento así como a los tratamientos tecnológicos o procesos degradativos que sufren los 
mismos (Pérez-Álvarez y col., 1998). 
6.10.1 Carne almacenada a 4 "C 
La luminosidad (L") observada en la carne tratada con ácido láctico h e  
significativamente superior (p>0.007) al resto de los tratamientos evaluados (Anexo 1, tabla 
30). Este parámetro presentó una correlación significativa (p>O.OOl) con el pH cárnico 
(Anexo 1, tabla 36). Cuando el pH de la carne desciende desde su nivel fisiológico (7.0) 
hasta los valores postrigor (5 .5 ) ,  las proteínas rniofibrilares (especialmente actina y 
miosina) se acercan a su PI. En ese estado, la capacidad de ligar agua se reduce, creándose 
espacios entre las miofibrillas. Esto genera pasos en el índice de refracción, dispersándose 
la luz a medida que atraviesa desde un medio a otro, lo que origina un incremento de la 
reflectividad. El grado de dispersión de la luz se incrementa con el tamaño de los espacios 
creados entre las miofibrillas y por la desnaturalización sufrida por las proteínas (Young y 
West, 2001). En concordancia con lo anterior, el ácido láctico generó los menores valores 
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de pH a lo largo del almacenamiento y, su luminosidad fue superior al resto de los 
tratamientos analizados. A pesar de que la carne inoculada con L. curnis y L. pentosus 
presentó menores valores de pH que la carne control, estas reducciones parecen no haber 
sido suficientes para reflejarse en un mayor nivel de L* (p>O. 135). Los menores valores de 
L* se presentan al inicio del almacenamiento, incrementándose posteriormente conforme 
avanza el mismo y evidenciándose un efecto significativo del tiempo de almacenamiento 
sobre L* (p>0.017) (figura 30a). 
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Figura 30: Parámetros de color de la carne almacenada a 4 "C. 
Referencias : O, L. carnk; A, L. pentosus; O, S. carnosus; *, kido láctico; O, control. 
No se observó efecto significativo de ninguno de los tratamientos sobre la 
cromaticidad de la carne (p>0.423) (Anexo 1, tabla 31). Esto estaría indicando que los 
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.tratamientos no afectaron a la intensidad del color presentado en la carne (figura 30b). No 
obstante, la cromaticidad presentó una tendencia a disminuir conforme avanzó el 
almacenamiento en refiigeración, siendo estadísticamente significativa la diferencia entre 
los valores alcanzados el día 12 de almacenamiento y los valores iniciales (pBO.03 1). 
La carne tratada con ácido láctico presentó los mayores valores de tonalidad, 
significativamente diferentes de íos alcanzados por los restantes tratamientos (p>O. O0 1) 
(Anexo 1, tabla 32). El incremento en los valores de tonalidad estaría indicando una 
rotación en torno al eje de a* y b* (desde las tonalidades rojas hacia las amarillas), es decir, 
una decoloración de la carne (figura 30c). Este fenómeno de decoloración se desarrolla en 
función del tiempo, siendo la came al inicio del almacenamiento la que presenta los 
menores valores de tonalidad (p>O.OO 1) e incrementándose los valores progresivamente a 
lo largo del almacenamiento. Este parámetro presentó, al igual que L*, una correlación 
significativa con el pH cárnico (p>O.OOl),' siendo éste un factor a tener en cuenta para 
analizar la decoloración sufrida por la carne (Anexo I ,  tabla 36).  
El índice de decoloración (ID) es u n  parametro Út i l ,  porque permite cuantificar la 
proporción de mioglobina con respecto a su estado oxidado, indeseable 
organolépticarnente, la metamioglobina (Hunt. 1980). La carne tratada con ácido láctico 
muestra los menores niveles de ID, lo que representa una mayor proporción del pigmento 
cárnico en su forma oxidada (p>O.OOl). El resto de los tratamientos no evidenciaron 
diferencias significativas entre ellos (p>O 330) (Anexo 1, tabla 33). Al igual que lo 
observado para L* y tonalidad, existe una correlación significativa entre el ID y el pH 
cárnico (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 36), siendo w e  el factor más importante que controla el 
grado de decoloración (oxidación de la mioslobina) sufrida por la carne. A pesar de que el 
pH de la carne sufrió un descenso paulatino a IC) larso del almacenamiento (figura 1 1), no 
se observaron diferencias estadísticamente sisni ticativas en los ID para los diferentes 
tiempos de incubación (p>0.418) (figura 30d) El ID observado en la came tratada con 
ácido láctico fue inferior al de los restantes tratamientos desde el inicio del 
almacenamiento, sufriendo pocos cambios a lo largo del experimento. Los demás 
tratamientos no vieron alterado el ID inicial a io largo del almacenamiento. 
Resultados y Discusión 124 
El músculo utilizado en el presente ensayo (Psoas mayor) es especialmente 
inestable en su color, debido a su alta tasa de consumo de oxígeno, baja penetración de 
oxígeno, bajo contenido de mioglobina y baja actividad reductora de metamioglobina 
(O’Keeffe y Hood, 1982; Madhavi y Carpenter, 1993). 
La decoloración de la carne puede ser ocasionada también por la presencia de 
microorganismos alterantes (especialmente del género Pseudomonas), quienes generan una 
disminución en el O2 disponible y facilitan la acumulación de metamioglobina, como ha 
sido reportado por Bala y col. (1978), Chan y col. (1995) y Abdallah y col. (1999). En 
nuestro caso, la Carrie tratada con ácido láctico fue la que presentó la mayor decoloración, a 
pesar de contener los menores recuentos de microorganismos alterantes. 
Ogden y col. (1994) reportan que tras la adición de ácidos orgánicos, con fines de 
incrementar la vida de anaquel, la carne se presenta pálida, con mayores valores de 
luminosidad y menores niveles de cromaticidad (aunque estos valore; se incrementas con el 
tiempo de almacenamiento en refrigeración). Yin y Faustman (1993) reportaron 
incrementos en la concentración de metamioglobina en función del descenso del pH, 
empleando un sistema modelo. Un efecto similar del pH sobre los niveles de 
metamioglobina en carne fue reportado por Trout (1989). 
El grupo herno de la mioglobina se encuentra envuelto por la globina, que protege al 
grupo Fe02 central impidiendo el fácil acceso a la molécula de agua o a sus iones 
conjugados (OH- y H?). La cadena polipeptídica juega un papel importante en la 
estabilización del grupo hem0 oxigenado y la integridad de la arquitectura de la proteína 
nativa es esencial para impedir el acceso de la molécula de agua hasta el grupo hemo. La 
desestabilización de la globina es el primer paso necesario para incrementar la tasa de 
autooxidación de la mioglobina (Shikama, 1998) 
El anillo tetrapirrólico del grupo hem0 presenta numerosos sitios de contacto con 
residuos de los aminoácidos superficiales de la globina (además de la unión covalente del 
hierro con la histidina 93, Fe-Hisg3). Los residuos de leucina 89, isoleucina 99, histidina 64 
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y valina 68 son los aminoácidos más importantes en la regulación de la unión del grupo 
hem0 con la globina y en la generación de la envoltura protectora del Fe central (Hargrove 
y col., 1996; Cao y col., 2001). 
Bajo condiciones ambientales de mediana acidez (4 5-5.5) la globina sufre un 
proceso de desnaturalizacion, evidenciada por una pérdida del contenido a-helicidal, 
generándose un relajamiento de la estructura y la ruptura de los sitios de unión zntre el 
grupo hem0 y la proteína, dejándose expuesto el grupo herno a sustancias de su entorno que 
bajo condiciones normales no tendrían acceso a 61 (Sage y col., 1991; Palaniappan y 
Bocian, 1994; Hargrove y col., 1996; Cao y col., 2001; Gutzke y Trout, 2002). El ácido es 
un agente desnaturalizante altamente específico, que actúa sobre un número limitado de 
sitios de unión con alta afinidad por los protones (Barrick y Baldwin, 1993). La transición 
desde el estado nativo al desnaturalizado incluye el desplegamiento de la estructura 
helicoidal de los segmentos B y E de la globina (dos tercios de la molécula) (HGgrove y 
col., 1994). Durante la desnaturalización inducida por ácidos el desplegamiento de la 
proteína ocurre antes de que la interacción hemo-proteína sea destruida y que una molécula 
de agua ocupe la quinta posición de ligando con el Fe central (Palaniappan y Bocian, 1994; 
Hargrove y Olson, 1996; Konermann y col., 1997; Das y col., 1998), a pesar de que esta 
ruptura acontece a mayor velocidad cuando el pH decrece (Hargrove y col., 1996). La 
secuencia de desnaturalización de la mioglobina podría esquematizarse de la siguiente 
forma (Konermann y col., 1997): 
La unión Fe02 de la oximioglobina es inherentemente estable, siendo improbable la 
disociación espontánea con la generación de un ion 0;. El oxígeno ( 0 2 )  es un aceptor 
pobre de electrones y por lo tanto existe una barrera termodinámica para la transferencia de 
electrones desde el Fe(I1) ai 0 2 .  En un ambiente con pH neutro, la oximioglobina parece 
estar protegida de la autooxidación por una barrera de energía de aproximadamente 26 
Kcal. mol-' requeridas para la formación de un complejo activado con la entrada de una 
molécula de agua. Esta barrera es 1.5 veces mayor que la necesaria para generar la 
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oxigenación del Fe(I1). En un ambiente ácido, la autooxidación de la oximioglobina se 
incrementa rápidamente, debido al aumento en la concentración de los iones hidrógeno. De 
esta forma, la barrera de energía libre para la autooxidación de la oximioglobina se reduce 
hasta valores comparables o inferiores a la impuesta para la oxigenación de la mioglobina, 
es decir, la formación de metamioglobina se torna más favorable que la generación de 
oximioglobina (Shikama, 1998). Consecuentemente, el aumento en la tasa de autooxidación 
se incrementa con la concentración de iones hidrógeno, lo que se podría interpretar como 
un equilibrio entre el complejo Fe(II)02 y su forma acidificada Fe(III)H02', la cual 
rápidamente se disocia. La reacción de autooxidación de la oximioglobina bajo condiciones 
fisiológicas puede ser visualizada como un mecanismo del tipo sustitución nucleofilica 2 
(Shikama, 1998): 
6' 6- 
MbFe(II)(02) + X + 
siendo X H2O o O H  
- MbFe(III)(X) + 0; 
Lo expuesto anteriormente refuerza la idea de que los índices menores de 
decoloración evidenciados en la carne tratada con ácido láctico heron debidos a una 
autooxidación inducida por un ambiente ácido. Además, la.  metamioglobina reductasa 
(localizada principalmente en la superficie mitocondrial) presenta su menor actividad 
cuando el pH cae por debajo de 5.6 (Lanari y Cassens, 1991; Young y West, 2001). La 
reducción en el índice de decoloración desde el inicio del almacenamiento (día O), 
concuerda con lo reportado por Shikama (1998) al describir que la vida media de la 
oximioglobina es de 8 días cuando la estructura de la globina no ha sido alterada, 
reduciéndose a 15 minutos cuando la proteína sufre un proceso de desnaturalización. 
6.10.2 Carne almacenada a 20 "C 
Al igual que ocurría con la carne almacenada en condiciones de refrigeración, la 
luminosidad de la carne tratada con ácido láctico fue significativamente superior a la 
observada en la carne control (p>0.05), no encontrándose diferencias significativas entre 
los diferentes tratamientos ácido lácticos (p>O 142) (Anexo 1 ,  tabla 30). La carne tratada 
i 
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con el ácido orgánico presentó los menores valores de pH a lo largo del almacenamiento, 
generándose un mayor espacio entre las miofibrillas y la desnaturalización de las proteínas 
cárnicas y traduciéndose en un incremento en la dispersión de la luz y, por ende, un mayor 
valor de L*. La luminosidad de la carne al inicio del experimento mostró su valor más bajo 
(p'0 O0 l) ,  incrementáridose en los restantes días del almacenmiento (figura 3 I a). Este 
incremento gradual en los niveles de L* acompaña la evolución dei pH ciuniw, 
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Figura 31: Parametros de color en c;irne almacenada a 20 "C. 
Referencias : O, L. curnis; A , L  penrosus; O, S. L ' U ~ R U U V  *. Jcido iictico; O, control. 
Resultados y Discusión 128 
Los diferentes tratamientos no afectaron en forma significativa (p>0.428) la 
intensidad del color c h i c o  (cromaticidad). Este parámetro tampoco mostró diferencias 
significativas cuando la carne fue almacenada bajo refrigeración, pareciendo no ser sensible 
a los cambios scfridos por la mioglobina (figura 31b). Se observa un efecto significativo 
del tiempo de almacenamiento sobre la crornaticidad (p>O '301) (Anexo 1, tabla 3 l), ya que 





Si bien la cxne  tratada con ácido láctico presentó los mayores niveles de tonalidad, 
no llegó a apreciarse una diferencia estadísticamente significativa con respecto al control 
(p>0.054). A medida que transcurrió el almacenamiento se observó un incremento en la 
tonalidad, reflejando la decoloración sufrida por la came (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 32). Es 
posible observar, asimismo, una correlación significativa entre el pH y la tonalidad de la 
carne (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 36) 
I 
Los tratamientos aplicados no ejercieron efecto sobre la tonalidad y la cromaticidad 
de la carne almacenada a 20 "C A pt3b.u  de que el pH cárnico fue inferior para la carne 
tratada con ácido láctico y que el pH cht.i c3rrdxionado con el tono, este Último parámetro 
no mostró diferencias significativas al ~ d ? n : p m r  los distintos tratamientos realizados. Una 
posible explicación a este fenómeno .jue el pH de la came inoculada con bacterias 
bioprotectoras y la carne control alcanzririn \dores  inferiores a 5.0 hacia el segundo día de 
almacenamiento, pudiendo ser estos \. .iIdres io suficientemente bajos como para causar 
efectos sobre el pigmento cárnico y nu ~ c t e i t ~ n d o s e  cambios mayores de los parámetros a 
pesar que el pH alcanzó valores inferiores (como ocurre en los tratamientos con ácido 
láctico). 
La carne tratada con ácido Iácticr, ciue31ra la mayor decoloración, en comparación 
con los tratamientos restantes (p>O O 0  I 1. cuando se evalúa el índice de decoloración 
carnico (Anexo 1, tabla 33). Este pararnrtru >ctie una disminución gradual a lo largo del 
período de almacenamiento (p>O O0 1 ) (tigura 3 Id) Igualmente a lo observado cuando la 
carne se almacenó bajo condiciones de refriger,icion, existe una correlación significativa 
i 
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entre el ID y el pH de la came (p>O.OOl) (Anexo 1, tabla 36). Resulta interesante aprecia 
que el ID de la carne tratada con ácido láctico fue inferior a los restantes tratamientos desde 
el inicio del almacenamiento, sufriendo una progresiva declinación hasta el final del 
período. En contraposición, los restantes tratamientos sufrieron una reducción paulatina a lo 
largo del almacenamiento. La reducción del ID desde el día O del almacenamiento en la 
carne tratada con ácido láctico concuerda con el aumento, de aproximadamente 1 O00 veces, 
en la tasa de autooxidación cuando la globina se desnáturaliza y relaja su estructura, según 





La explicación para los menores índices de decoloración mostrados por la carne 
tratada con ácido láctico fueron detalladamente expuestos en la sección de la carne 
almacenada a 4 "C. De forma adicional, el incremento en la temperatura aumenta la tasa de 
disociación del oxígeno desde su combinación reversible con la mioglobina e incrementa la 
tendencia a la autooxidación (O'Keeffe y Hood, 1982). Observaciones s i d a r e s  fueron 
reportadas por Yin y Faustman (1993) y Gutzke y Trout (2002), quienes concluyen que la 
autooxidación de la oximioglobina se incrementa en función de la temperatura de 
incubación, probablemente debido a una mayor ionización de los aminoácidos que protegen 
al grupo hemo, al aumento en la tasa de diferentes reacciones prooxidantes, a una 
disminución en la solubilidad del oxigeno y o a un  aumento en la tasa de consumo del 
mismo. 
4 
Los tratamientos ácido lácticos (especialmente el tratamiento con ácido láctico) 
lograron reducir las poblaciones de microor+micmos alterantes en la caine envasada en 
refrigeración y en abuso térmico. El efecto h e  más notorio en la carne almacenada en 
refrigeración, reforzando el concepto de que dos c) más condiciones ambientales subóptimas 
actuando simultáneamente ejercen un  efecto inhibitorio superior ai evidenciado por cada 
una de ellas actuando separadamente. En el almacenamiento bajo abuso térmico la carga 
microbiana inicial fue muy elevada, lo que condicionó la acción inhibitoria de los 
tratamientos ácido lácticos. Este hecho se \ I O  retlejado no solamente en las cuentas de 
microorganismos alterantes, sino en la concentracion de aminas biogénicas indicadoras de 
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deterioro en carnes fiescas (putrescina y cadaverina). El control efectivo de la carga 
microbiana alterante por parte de los tratamientos realizados se evidencia por medio del 
bajo pH cárnico que se mantuvo a lo largo del período de almacenamiento, en comparación 
con el aumento presentado en los valores del pH de la carne en el almacenamiento a 20 "C. 
El ácido láctico presenta, en contraposición con la inhibición bacteriana, efectos 
indeseables sobre el color de la carne y la solubilidad proteica, la capacidad de gelificación 
y la actividad emulsionante de las proteínas mio'lbrilares en las dos condiciones de 
almacenamiento. Las bacterias bioprotectoras no contribuyen en dichos cambios negativos 
de las propiedades funcionales de la carne, más allá de los presentados en el período de 
almacenamiento. Los cambios debidos al propio período de almacenamiento son notorios 
en la carne almacenada bajo abuso térmico, especialmente por la proteólisis endógena que 
genera, el mayor crecimiento microbian0 observado y la mayor velocidad de las reacciones 
deteriorantes. 
CONCLUSIONES 
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7. Conclusiones 
El ácido láctico fue el tratamiento más efectivo para controlar la proliferación de 
microorganismos alterantes en carne envasada a 4 y 20 "C. L. curtiis y L. pentosus fueron 
. !os misroorganismos bioprotectores con mayor actividad ants,Sónica sobre las bacterias 
alterantes en carne a ainbas temperaturas de almacenamiento. 
NCI se evidenciaron diferencias entre la eficacia antibwteriana del microorganismo 
productor de bacteriocina (L. curnis) y L. pentosus (bacteria bioprotectora bacteriocina 
negativa). 
. 
Las bacterias bioprotectoras (especialmente L. carnis y L. pentosus) lograron 
adaptarse y crecer eficazmente en el sustrato cárnico, consiguiendo la mayor concentración 
de bacterias ácido lácticas en ambas temperaturas de almacenamiento. 
El pH cárnico mostró sus menores valores cuando la carne fue tratada con ácido 
Iáctim, independientemente de la temperatura de almacenamiento. L. curnis y L. pentosus 
heron capaces de disminuir el pH de la carne cuando ésta fue almacenada en refrigeración. 
Los tratamientos ácido lácticos redujeron la concentración de histamnia en carne 
cuando ésta h e  almacenada bajo condiciones de abuso térmico. Para las restantes aminas 
biogénicas, las bacterias bioprotectoras se mostraron incapaces de reducir sus 
concentraciones en carne independientemente de la temperatura de almacenamiento. El 
tratamiento con ácido láctico consiguió las menores concentraciones de putrescina y 
tiramina en carne almacenada a 20 "C y de putrescina en carne almacenada en refiigeración. 
Esta menor concentración en las principales arninas biogénicas en carne es un reflejo de su 
actividad antibacteriana. 
Los tratamientos ácido lácticos lograron reducir la actividad lipolítica en la carne 
almacenada a 4 "C al controlar la flora alterante con capacidad lipolítica. 
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Las principales proteínas miofibrilares sufrieron un importante proceso de hidrólisis 
cuando la carne se almacenó bajo abuso térmico, siendo superior el observado en la carne 
tratada con ácido láctico. El origen de esta proteólisis fue endógeno, ya que la carne 
inoculada con el ácido orgánico, alcanza valores de pH óptimos para la actividad de 
enzimas 1isosoma:es (catepsinas). 
Las propiedades de emulsificación no fueron modificadas por los tratamientos ácido 
lácticos empleados, excepto la capacidad de emulsión cuando la carne se almacenó en 
refrigeración. Las prop'edades de emulsión están correlacionadas con otros factores como 
el pH cárnico, la concentración de grupos sulfhidrilos libres y la solubilidad de las proteínas 
miofibrilares, factores que modifican la estructura molecular de las proteínas y, por ende, 
sus propiedades como agentes emulsionantes. 
El color de la carne se vio afectado por el tratamiento con ácido láctico, presentando 
una mayor luminosidad, un mayor índice de decoloración y una mayor tonalidad en las dos 
condiciones de almacenamiento, lo que evidencia una mayor tasa de autooxidación de la 
molécula de mioglobina. Esta alteración en el pigmento cárnico fue generada por el bajo 
pH cárnico alcanzado con dicho tratamiento. Los microorganismos bioprotectores no 
produjeron alteraciones en el color de la carne en ninguna de las dos temperaturas de 
almacenamiento. 
Las propiedades de gelificación sufrieron deterioro en la carne tratada con ácido 
láctico, independientemente de la temperatura de almacenamiento. Esto se evidenció en la 
menor rigidez de los geles, medida a través de parámetros reológicos estáticos (prueba de 
penetración) y dinámicos (módulo de almacenamiento). Las bacterias bioprotectoras no 
generaron modificaciones en las propiedades de gelificación, en la carne almacenada a 4 "C 
y a 20 "C. 
En la carne tratada con ácido láctico y almacenada a 20 "C la menor capacidad de 
gelificación se debió a la proteólisis sufrida por las principales proteínas miofibrilares y a 
modificaciones estructurales generadas por el bajo pH cárnico alcanzado. Cuando la carne 
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se almacenó en refrigeración, el deterioro en la capacidad de gelificación estuvo motivada 
exclusivamente por una desnaturalización y modificación en la estructura proteica debido ai 
pH, ya que no se observó proteólisis sino hasta el final del almacenamiento. 
El tratamiento de la carne con ácido láctico controla eficazmente la flora rriicrobiana 
alterante y los metabolitos generados por su actividad sobre el sustrato cárnico, pero 
produce cambios significativos en las propiedades funcionales de la carne (especialmente 
color y gelificación). Las bacterias bioprotectoras (en especial L. curnis y L. pentosus) 
controlan la microflora alterante y no incurren en modificaciones sobre las propiedades 
funcionales de la came. Adicionalmente, las bacterias bioprotectoras no mostraron indicios 
de actividades proteolítica, lipolítica o aminodescarboxilante, propiedades importantes en la 
selección de microorganisrnos utilizados con el fin de prolongar la vida de anaquel de la 
carne cruda. 
La presente tesis doctoral deja algunos interrogantes sin contestar que pueden ser 
motivo de trabajos futuros, algunos de ellos son 
1. realizar tratamientos combinados con ácido láctico y bacterias ácido lácticas. El 
empleo de ácido láctico en concentraciones inferiores a las empleadas en este 
trabajo podría reducir los efectos indeseables generados en las propiedades 
funcionales de las proteínas, controlar el crecimiento de microorganismos 
alterantes y/o patógenos que pudieran encontrar las circunstancias adecuadas 
para su multiplicación y permitir la recolonización de la superficie cárnica con 
microorganismos bioprotectores 
2. utilizar dos o más microorganismos bioprotectores con diferente capacidad para 
crecer a temperaturas de refrigeracion y abuso térmico (una cepa psicrótrofa y 
otra mesófila), imitando en el laboratorio las rupturas frecuentes en la cadena de 
frío a la que es sometida la carne cruda. 
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3 .  determinar el efecto de los tratamientos ácido lácticos sobre microorganismos 
patógenos presentes en la carne. 
4. estudiar los cambios moleculares que acontecen en las proteínas miofibrilares 
(especialmente en la miosina) por acción del ácido láctico. 
S .  obtener información adicional (hidrofobicidad superficial, grado de 
desnaturalización proteica, etc.) para explicar las modificaciones en las 
propiedades de emulsificación de las proteínas miofibrilares sometidas a 
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9. Anexo 1: Análisis estadísticos 
rabla 6: Crecimiento de bacterias mesófilas totz 
Bacterias mesófilas totales 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 





















































(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Tabla 7: Crecimiento de bacterias lácticas. 
Bacterias Iácticas 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 




g l 3  
Inóculo X Tiempo 




















































:*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Tabla 8: Crecimiento de enterobac 
En terobacterias 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
El 12 
rias. 






















































Anexo 1: Análisis Estadísticos 172 
Tabla 9: Crecimiento de Pseudomonas spp. 
Pseudomonas SDD. 
Almacenamiento a 4 "C 
n = 60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n = 60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
. g l 3  
Inóculo X Tiempo 
el 12 
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I 
Brochothrk thermosphacta 
Almaeenamiento a 4 "C 




g l3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n = 6 0  
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g13 
Inócuio X Tiempo 





















































(*) Letras diferentes indican diferencias signiric3tivas con una significancia = 0.05 
A 
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Tabla 1 1 : Crecimiento de bacterias 
Bacterias Iácticas 
heterofermentativas 
Almacenamiento a 4 "C 
n = 60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
Almacenamiento a 20 "C 





g l 3  
Inóculo X Tiempo 
tcticas hete: 





















































(*) Letras diferentes indican diferencias signi ticativas con una significancia = 0.05 
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Tabla 12: DH c h i c o .  
pH 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  179 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 




















































:*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una signifícancia = 0.05 
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'abia 13: Concentración de ácido I 
Ácido palmítico 
Almacenamiento a 4 "C 




g l3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 




g l 3  
Inócuio X Tiempo 
imítico. 






















































Tabla 14: Concentración de ácido c 
Acido oléico 
Almacenamiento a 4 "C 
n = 60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
3 
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n = 6 0  
Inóculo 
g l4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
ico. 





















































(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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'abla 15: Concentración de ácido esteárico 
~ Ácido esteárico 
Almacenamiento a 4 "C 




g l3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
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rabla 16: Concentración de histam 
Histamina 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inó cu 1 o 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
a 




















































(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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rabla 17: Concentración de tiramina. 
Tiramina 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
El 12 
~~~ 





















































(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Putrescina 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 





Inóculo X Tiempo 
la. 
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Tabla 19: Concentración de cadaverina. 
~ 
Cadaverina 
n =  180 
Almacenamiento a 4 
Tiempo 
gl3 
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 










Prueba de Duncan (*) 
Tratamiento Media 
L. carnis 13.97 a 
L. pentosus 13.06 a 
S. carnosus 14.88 a 
Ácido láctico i4.71 a 
Control 15.29 a 










L. carnis 51.80 a 
L. pentosus 53.80 a 
S. carnosus 60.11 a 
Ácido láctico 39.04 a 
Control 57.91 a 






(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Tabla 20: Concentración de la cad( 
Miosina 
Almacenamiento a 4 "C 




g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
i. pesada de 













b d o  láctico 







































Prueba de Duncan (*) 
[*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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'abla 2 1 : Concentración de actina. -~ 
Actina 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 




















































:*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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rabla 22: Porcentaje de solubilidad 
S o h  bilidad 
Almacenamiento a 4 "C 





Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Tnóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 




















































Prueba de Duncan (*) 
(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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rabla 23 : Concentración de grupos 
Grupos SH 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  179 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
gl3 
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
libres. 





















































(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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rabla 24: Fuerza de uenetración de 
Penetración de eeles 
~ 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  179 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 





Inóculo X Tiempo 
El 12 
eles. 




















































:*)Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Tabla 25: Módulo de almacenamiei 
Módulo de almacenamiento 
Almacenamiento a 4 "C 
n = 60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n = 60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l3  
Inóculo X Tiempo 
(G'). 





















































(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Tabla 26: Tan 6 .  
Tan 6 
Almacenamiento a 4 "C 
n = 60 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
I313 
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 




g l 3  








O .  004 













































:*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una signifícancia = 0.05 
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i'abla 27: Índice de Actividad de Emulsión. . ..- ~
IAE 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  179 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 























b i d 0  láctico 




























(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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IEE 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  179 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inócuio 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inócuio X Tiempo 




















































(*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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;abla 29: Capacidad de Emulsión. 
CE 
.Almacenamiento a 4 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
El 12 




















































[*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Tabla 30: Luminosidad. 
Luminosidad 
Almacenamiento a 4 "C 
n =  179 
In6culo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 
n =  180 
Inóculo 
g l 4  
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
nl 12 





















































:*) Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05 
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Prueba de Duncan (*) i 
194 
Tabla 3 1 : Cromaticidad. 
n =  178 
Inóculo 
g l 4  
Croma 
Almacenamiento a 4 "C 
Tiempo 
g l 3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 




g l 3  



















































gl ' 2  
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Tono p >  
Almacenamiento a 4 “C 
195 
Prueba de Duncan (*) 
n =  178 
InCIculo 
gl 4 











. I  
Tratamiento 
L. cnrnis 









g l3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 “C 
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g l3  
Inóculo X Tiempo 
gl 12 
Almacenamiento a 20 "C 





Inóculo X Tiempo 
0.001 
O. 130 
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Tabla 34: Análisis de correlación entre parámetros relacionados con la gelificación. 
Parametros de Gelificación 
Almacenamiento a 4 "C 
T. penetración G' G"/G' (6) 
DH 1' 0.478 0.465 0.208 
0.00 1 0.00 1 o. 110 
60 
Solubilidad r 0.228 O. 195 - 0.103 
P >  0.002 0:135 - 0.435 
P' 
n 179 60 
n 179 60 - 60 
Miosina r 0.117 O. 135 - 0.015 
P' o. 120 0.302 - 0.908 
n 179 60 - 60 
Actina r 0.1 17 0.099 O. 117 
O 119 O 451 o 375 
T. penetración r 1 O00 O 683 - O 043 
o 001 o 744 
P' 
n 179 60 60 
P >  
n 179 60 60 
Almacenamiento a 20 "C 
T. penetración G' G"/G' (6) 
r O 476 o 399 - O 215 
P' . 
n 180 60 60 
P' 
n 180 60 60 
o O01 o O02 O 099 PH 
Solubilidad r O 320 o 394 - O 250 
o 001 o 002 O 054 
Miosina r O 601 O 582 - 0  528 
P' o O01 o O01 o O01 
n 180 60 60 
-Actina r 0.283 0.157 O. 187 
0.001 0.230 0.152 
T. penetración r 1.000 O 672 0.0075 
o O01 0.569 
n 180 60 60 
P' 
P' 
n 180 60 60 
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Tabla 3 5 :  Análisis de correlación entre parámetros relacionados con la emuisificación. 
Parámetros de Emulsificación 
LBE IEE 
Almacenamiento a 4 "C 
CE -. -- 
PH r - 0.05 0.017 0.058 
P i  0.943 0.826 0.442 
n 179 179 179 
-SH r 0.308 - O. 145 -0.111 
P >  0.001 0.054 O. 141 
n 1 79 179 179 
Solubilidad r 0.064 0.08 1 O. 141 
P >  0.396 0.280 0.060 
n 179 179 179 
Miosina r 0.046 - 0.220 - 0.270 
P >  0.539 0.003 0.002 
P >  0.383 0.068 0.001 
n 179 179 179 
Actina r -0.066 - O. 137 - 0.357 
n 179 179 179 
IAE IEE CE 
0,001 0.985 O. 139 
180 180 180 
Almacenamiento a 20 "C 
PH r 0.265 0.001 0.111 
P >  
n 
-SH r 0.254 - 0.133 - 0.247 
P >  0.001 0.076 0.001 
n 180 180 180 
Solubilidad r - 0.034 0. 195 0.390 
0.001 P >  0.652 0.009 
n 180 180 180 
Miosina r O. 173 0.05 1 0.092 
P >  0.021 0.493 0.217 
n 180 180 180 
P >  0.3 16 0.985 0.001 
Actina r 0.075 - 0.058 - 0.327 
n 180 180 180 
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Tabla 36: Análisis de correlación entre parámetros relacionados con el color. 
Parametros de Color 
Almacenamiento 4 “C 
L* I. D Croma Tono 
0.001 
r - 0.535 0.479 0.025 - 0.406 
1)) 0.001 0.001 0.741 





179 178 178 -_-_- n --- 
L” r 1 .o00 “0.600 - O. 180 
P’ 0.001 0.016 0.001 
P’ 0.001 0.001 
P’  0.016 0.001 0.001 
- n 179 178 178 178 
I. D r 0.600 1 .o00 0.284 - 0.606 
0.001 
n 178 178 178 178 
Croma r - 0.180 0.284 1.000 - 0.674 
n 178 178 178 178 
Tono r 0.700 - 0.606 - 0.674 1 .o00 
P’ o O01 o 001 o O01 
n 178 178 178 178 
Almacenamiento 20 “C . 
L* 1. D Croma Tono 
PH r - O 614 o 534 O 072 - O 283 
P’ o 001 o 001 0.336 o O01 
P’ o O01 0.013 o O01 
P’  o 001 o O01 o O01 
Crorna r - O. 186 o 3.10 1 O00 - o 797 
P’ O 013 0 001 o O01 
Tono r O 432 -0 615 - o 797 1 O00 
P )  o O01 o o01 o O01 
n 180 I so 180 180 
n 180 180 180 180 
L* r 1 O00 - o 575 - 0  186 O 432 
n 180 180 180 180 
1.D r o 534 1 O00 O 440 - O 651 
n 180 1 so 180 180 
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The use of a controlled lactic fermentation has been studied by several authors as a means 
to extend meat shelf-life without notably altering its sensory quality. Growth and 
metabolite production by spoilage microorganisms as well as by bioprotective strains are 
influenced by storage conditions. The objective of this work was to study the effect of 
temperature and storage time upon the growth and metabolite production of 4 spoilage 
bacteria and 3 bioprotective lactic acid strains in vacuum packaged, finely cut beef. 
Lipolysis was mainly due to the presence of B. thermosphuctu at 4 "C and at 20 OC, whereas 
proteolysis was mainly caused by pseudomonads. Presence of L. minor, a 
heterofermentative strain, did not promote proteolysis nor lipolysis at either temperature. 
No considerable lipolysis was observed until day 8 of storage in samples inoculated with 
bioprotective strains, but increased at day 12 when stored at 20°C; no proteolysis was 




































Increasing interest in food safety and quality by consumers gives shelf-life evaluation a 
new significance. At present, consumers tend to reject shelf life extension by the addition of 
chemical preservatives. This tendency makes necessary the development of foods with no 
or “nattiral” presxvatives, as well as minimally processed 0 - 3 )  The u5e of a. controlled 
lactic fermerit9tion as a means to extend meat shelf life has been studied in conjunction to 
other techniques, prcventing Considerable alteration on meat qvnlity. 
Bacterial growth and metabolism on meat substrates promote chemical changes such as 
protein and lipid degradation as well as biogenic amine, aldehyde and ketone generation 
(4). The extent of these reactions is influenced by intrinsic and extrinsic factors such as 
temperature, relative humidity, muscle composition and presence of antibacterial 
compounds ( 5 ) .  In addition, several bacterial strains have been reported to be exceptionally 
active protease md lipase producers (6). 
Reports on spoilage microorganisms describe the activity of individual enzymes isolated 
from various strains as well as the optimal pH, moisture content and temperature required 
for their activity (5-1 1). Other authors (4, 12) studied the effect of spoilage microflora in 
meats and model systems. However, studies on the effect of bioprotective strains on protein 
and lipid components of meat are scattered (3, 13, 14). 
Among the mechanism of selected lactic acid bacteria (LAB) to control undesirable 
microflora are substrate competition, production of bacteriostatic compounds and rapid 
growth on a given substrate (2, 3 ) .  The use of L B  with the aim to extend meat shelf life, 
was reported by Guerrero et ai (1 5) and Leisner et al (1 6), among other authors. However, 
as meat cannot be sterilized before starter addition, it is important to know the effect of 
spoilage microflora as well as the inoculated LAB in order to predict possible changes in 
meat composition. 
The objective of this work was to study the effect of temperature and time of storage of 
vacuum packed beef inoculated with 4 strains used as spoilage indicators and 3 

















































MATERIAL AND METHODS 
Meat samples 
Samples were obtained by excising beef Psoas major from 3 animals 6 to 7 h after 
slaughtering and evisceration. No breed, age, sex or pre mortem handling were recorded. In 
order to decrease surface microbial populations, the excised muscle was flamed with a 
torch, burnt surfaces were cut with sterile knives. Finally, they were finely chopped, 
divided into 50 g portions and inoculated with the studied strains. 
Inocula preparation 
The strains used as spoilage indicators were: Pseudomonas fluorescens B52, an active 
proteolytic microorganism isolated from pork in our laboratory (17); Pseudomonas fragi  
ATCC-4973 reported as a proteolytic and lipolytic strain; Brochothrix thermosphacta 
NCIB-1 O01 8 (United Kingdom) commonly found in meats, and Lactobacillus minor 1 19B 
an heterofermentative lactic acid bacteria supplied by Queen’s University of Belfast. The 
lyophilized strains were reactivated in TSB broth (Difco, Detroit) during 24 hours at 30°C. 
The cells suspensions were then centrifuged at 4000 x for 10 min at 4°C’ the pellets were 
resuspended in sterile distilled water to obtain 104-10 CFU/mL final concentralion. Two 
milliliters of each cell suspension were separately inoculated to 50 g of meat 
(approximately lo3 CFU/g of meat). 
B 
The bioprotective strains were: Lactobacillus curnis MXVK76 also supplied by Queen’s 
University of BeLfast; Lactobacillus peiitosus (Christian Hansen, LP 1-3 1035) and 
Staphylococcus carnosus (Christian Hansen, MC 1-02055) both strains were kindly 
supplied by Chr. Hansen, Denmark. Ail LAB were isolated from raw meat and selected on 
the basis of their limited proteolytic, lipolytic and decarboxylase activity, previously 
determined by the methods reported by Braun et al (6) and Bover-Cid and Holzapfel (18). 
The inocula were prepared in the same way as the spoilage strains, using APT broth 
(Becton Dickinson, Cockeysville) to obtain IO5  CFU/g meat. The control was meat added 
with 2 mL sterile distilled water. 
Sample inoculation and storage 
Meat samples were randomly allocated to treatments (inoculation with one spoilage or LAB 
strain). The inoculated samples were placed into Cryovacm LB-50 bags (Cryovac Division, 
W.R. Grace and Co, Duncan) and packaged usiny a Multivac D-8941 equipment (Koch, 
Kansas City) at -700 mBar. Two storage temperatures were tested: 4°C (normal 
refrigeration temperature) and 20°C (temperature abuse condition) for 12 days. Storage at 
20°C simulated the average ambient temperature of Central Mexico and other subtropical 
regions ( 1  5). 
Microbial populations 
Ten grams of meat were added with 90 mL sterile distilled water and homogenized in a 

















































microorganisms: B. thermosphacta in STAA agar (19); LAB in MRS agar (Merck, 
Germany); Pseudomonas spp. in agar F (Becton Dickinson, Mexico) containing 100,000 JU 
G-penicillin (sodium salt) per liter of medium. Cultures were incubated for 2 days at 30°C. 
Heterofermentative LAB populations were determined as colonies growing in APT broth 
(Becton Dickinson, Mexico) for 24 h at 30°C under Durham bells. The presence of gas was 
considered an indicztor or heterofermentative strains growth. 
PH 
It was measured in a Beckman pH-meter (Beckman, Fullerton) by mixing 10 g of sample 
and 90 mL deionized water. 
Proteolytic activity 
Protein extraction was carried out according to the method reported by Ngapo et al (20). 
Meat was homogenized with cold water (4°C) and ice (1: l : l )  in a blender (Oster, 
Bartelesville) for 10 minutes. The meat slurry was passed through a 3 mm stainless steel 
mesh to remove collagen; the retained fraction was further washed with water at 4°C (2:3, 
w/w) and centrifuged at 2000 X g for 12 minutes. The supernatant was discarded and the 
pellet resuspended in 0.6 M NaCl + 50 mM sodium phosphate, pH 7 to obtain 5 mg/mL 
final protein concentration. 
Twenty five micro liters of the protein solution was added (1 :4) to 2% SDS + 5% 
2-P-mercaptoethanol. The protein solution was stored at -1 8 "C. Just before analysis, 
samples were thawed, boiled for 4 min and applied to the gel. The extract was analyzed by 
SDS-PAGE (21). Twelve percent was used as separation gels and 4% as stacking gels in a 
Mini-Protean I1 slab cell (Bio-Rad, Richmond), using 25 to 250 kDa markers (Sigma 
Chemical, St. Louis). The analysis was carried out at 200 volts constant voltage during 45 
minutes. After staining with 1% Coomasie blue and developing with methano1:acetic 
acid:water (40: 10:50 vh) ,  the gels were scanned in a Gel-Doc 2000 (Bio-Rad, Richmond) 
fitted with a Quantity OneTM software, version 4 (Bio-Rad, Richmond). 
Degradation of extracted myofibrillar proteins was taken as proteolytic activity indicator. 
Densities of the bands corresponding to the myosin heavy chain (MHC) and total myosin 
are correlated (22), proteolytic activity index can be calculated from the following 
equation: 
YO MHC = [MHC band density / C density all bands] 100 (1) 
Lipolytic activity 
Oleic acid being the most abundant fatty acid in beef (23), its concentration as free fatty 
acid were taken as lipolysis indicator. It was determined according to the method reported 
by the AOAC (24); 0.5 g meat was mixed with 6 mL 0.5N NaOH in methanol and boiled 
for 10 min; 7 rnL 14% boron trifluoride-methanol (Aldrich, Milwakee) was added and the 
mixture boiled for 5 min. Finally, 1 mL hexane (Baker, Mexico) was added and the sample 
boiled for 1 min. The hexane extract was injected to a Hewlett Packard 6890 gas 















flame ionization detector. The isothermal conditions were: 195°C oven temperature and 
250°C injector and detector temperature. Free fatty acid standards (myristic, palmitic, 
palmitoleic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids) (Sigma Chemical, St. Louis) were 
used for calibration. 
Statistical analysis 
Samples were randomly allocated to a 8 x 2 ~ 4  factorial design (strains: control, L. carnis, L. 
pentosus, S. carnosus, P. Jluorescens, P. @a@, B. thermosphacta and L. minor; storage 
temperature: 4 and 20°C; storage time: O, 4, 8, 12 days). The response variables were 
bacterial counts, pH, proteolytic and lipolytic activity. Data were subjected to analysis of 
variance and Duncan’s multiple range tests with 3 replicates. Analysis were carried out 

















































RESULT AND DISCUSSION 
Microbial population 
Initial microbial loads in samples were: lo3 CFU/g Pseudomona spp.; lo3 CFU/g B. 
thermosphacta; 1 Os- 1 O6 CFU/g total LAB and lo4 CFU/g heterofermentative LAB (Figure 
1 >. 
P. Juorescens and P. @a@' showed different growth patterns according to the storage 
temperature (Figure 2). The initial pseudomonads population was similar to the one 
reported by other authors (15, 26, 27). However, conversely as found by the same authors, 
the population after 12 days of storage was lower by 1 log cycle. 
As expected, P. fluorescens final population was 1 log cycle CFU/g higher when samples 
were stored at 20°C as compared to 4°C (p>O.OOl) whereas P. fragz growth was 1 to 2 log 
cycles higher at 20°C (p>O.OOl). The optimal temperature rate for both strains is 20°C (28) 
although the faster growth observed for P. could be due to higher proportion of this 
strain with respect to total microflora in raw meat, in agreement with Greer (29) who 
reported that P. fragi is the most conspicuous psychrotroph in raw meat as a consequence 
of its ability to successfully compete with other species. Although Pseudomonas spp. are 
aerobic microorganisms, they grew in the samples because storage was in oxygen-reduced 
conditions, not in total vacuum, enough to support initial pseudomonads growth. 
B. thermosphacta showed similar growth rates at both storage temperatures, no statistical 
difference was observed (p>0.278). This could be explained by the ability of this strain to 
grow at a wide temperature range (12). As reported by these authors, B. thermosphacta 
growth in vacuum packaged meat produces L-(+)-lactic acid, as well as acetoin, isobutyric 
and isovaleric acids from aerobic utilization of glucose. B. thermosphacta growth has been 
also observed in meat stored at 4°C (4, 12) The competitive microflora in the samples, 
mainly bioprotective LAB, could have a slower growth rate at 4°C as compared to samples 
stored at 20°C (28, 29). An extended lag phase and nutrient competition reduced the 
number of B. thermosphacta in the presence of natural anaerobic flora in samples at 20 "C 
(30) 
L. minor showed the fastest growth (10' and IOG - 1 O' CFU/g at 20 and 4"C, respectively at 
day 4) (Figure 2). M e r  day 4, growth at both temperatures was constant, showing a slight 
decrease after day 8. However, no statistical difference was found between storage 
temperatures (p>O. 18 1). This microorganism has the capacity to grow in anaerobic 
conditions as well as under refrigeration (28). Beins a heterofermetative strain, metabolite 
production such as acetic and succinic acids, carbon dioxide, H2 or acetoin turns meat 
unacceptable (12). 
L. carnis, L. pentosus and S. carnosus reached populations above lo7 CFU/g after 4 days of 
storage at 4°C as compared to populations above 10' CFU/g in samples stored at 20°C. A 
significant difference between storage temperatures was observed (p>O.OO 1)  (Figure 3). In 
general, bioprotective strains are developed to grow at refrigeration temperatures, as they 

















































ripening (3 1). In our study, the growth of biopreservative strains showed populations up to 
lo7 CFU/g during the first 4 days under refrigeration and up to lo8 CFU/g when samples 
were stored at 20°C. Bioprotective strains easily adapted to the meat substrate and to the 
environment. When compared to P, fluorescens, P. p a p  and B. thermosphacta, LAB 
reached counts 1 to 2 log cycles higher at both storage temperature after 4 days of storage, 
indicating that Sioprotective strsLins could successfdly compete with spoilage 
rnicrcorganisns As this competition is mainly for nutrierits L.AE3 growth prodiices 
antibacterial compounds such lactic acid or bacceriociris, extending meat shelf life (1 5 ) .  
PH 
Food pH has a profound effect on microbial growth, viability and metabolite production. 
Optimum growth pH for Pseudomonas spp. is 5 to 9 (9) whereas B. thermosphacta can not 
grow at pH-G.5 ( 12). Some Enterobacteriaceae (Enterobacter, Serratia, Hafnia, 
Citrobacter) need pHX.5  to grow in vacuum-packaged foods (12). Exhaustion of glucose 
in raw meat does not only affect Pseudomonas spp. growth; in addition ammonia 
production also increases (32). On the other hand, lactic acid produced by 
hornofermentative LAB generated a low pH, hence influencing growth and viability of pH 
sensitive microorganisms and preventing the growth of pathogens and spoilage 
microorganisms in meat (3). 
Temperature had a significant effect on pH throughout storage (p>O.OOl). Samples 
inoculated with P. fluorescens and P. fragz showed pH>7 when stored at 20"C, except at 
day 8 to P.fluorescens that showed a decrease in pH value (Figure 4). Due to the oxygen 
rest;iction in packaged samples, Pseudomonas spp. metabolized aminoacids, consequently 
producing alkaline compounds such as ammonia, promoting an increase in pH by 1.1 units 
(29, 33, 34). The decrease in pH at day 8 in meat inoculated with P. fluorescens was 
possibly a consequence of changes in microbial population. 
Storage temperature had a significant effect on pH in samples inoculated with B. 
thermosphacta (p>O.OO 1). pH increased throughout storage in meat stored at 20°C reaching 
values above 7, similar to values found in samples inoculated with pseudomonads (Figure 
4). Conversely, pH of samples stored at 4 "C was constant and below 5 . 5  until day 8 with a 
further increase. At 4°C B. thermosphacta was the most abundant microorganism and 
produced acid fiom L-(+)-lactate, reducing pH (28). 
Storage temperature had also a significant effect on pH in samples inoculated with 
bioprotective strains (p>0.003) (Figure 5). In meat stored at 4"C, the presence of these 
strains had no effect on pH. Conversely, in samples stored at 20°C S. carnosus and L. 
pentosirs promoted pH<6 during the first 4 days of storage with a subsequent increase. This 
trend could be due to the highly acidifying ability of biopreservative strains (3  1) during the 
first days of storage, and hrther proliferation of spoilage microorganisms producing 
alkaline compounds such as ammonia (4). Gill and Newton (30) reported that after several 
days of storage at 20°C the dominant meat microflora is Enterobacteriaceae; when glucose 
is exhausted, lactic acid and amino acids are metabolized by Enterobacteriaceae and 
















































L. carnis seemed to be the most efficient acidifying strain, promoting pH<6 during the first 
8 days in samples stored at 20°C. This was partly due to the high growth rate of this strain 
(above lo8 CFU/ g at day 4) (Figure 5). 
pH in samples inoculated with L. minor showed values of 7.07 and 7.6 when stored at 4 and 
2OoC, respectively, at day 12. Storage temperature was significant (p<0.048) in samples 
inocdated with thk strain 
Proteolytic activity 
Myosin is a hexameric protein cornposed of four chains of light myosin (LM) and two 
chains of heavy myosin (MHC). Each MHC chain is circa 200 kDa, the four LM chains are 
15 to 25 kDa (35). These chains split due to the denaturation action of SDS and 2 4 -  
mercaptoethanol, generating three different bands in the electrophoresis gel (MHC, LM- 1 
and LM-2) (36). 
SDS-PAGE of protein extracts obtained from samples inoculated with P. fluorescens and 
stored at 20°C showed significantly more myosin degradation, as compared to the control 
(p>O.Ol) (Figure 6). During the first 4 days of storage, 20% of the protein was depleted to 
smaller fractions; by the end of the storage time only 9.29% of the native molecule 
remained (Figures 6 and 7). Optimum protease activity of P. fluorescens is at pH 7 (37). 
Since meat pH at 20°C was around this value, myofibrillar proteins underwent extensive 
degradation. Off-odor was also evident in these samples. According to Greer (29) when 
oxygen availability is restricted, Pseudomonas spp. utilize proteins, even if glucose is 
present, with the production of volatile compounds. 
Richardson (37) reported that the highest proteolytic activity of this microorganism was at 
45°C and decreased 30% at 25OC; Chen e l  al (38) reported that at 2°C proteolytic activity on 
actomyosin was considerably reduced. This facts explained the low protein degradation 
when the meat was stored at 4°C with no significant difference as compared to the control 
(p>0.734). B. thermosphacta did not show proteolytic activity on myosin at both storage 
temperatures as compared to the control (p>0.922), in agreement with the results reported 
by Greer (34) and Dainty and Hibbard (39). Proteolytic activity was not observed in L. 
minor (Figure 7). 
At 4"C, L. carnis, L. pentosus and S. carnoms did not show any proteolytic activity and 
higher concentration of myosin heavy chain protein (p>O.OOl) than the control (Figures 8 
and 9) in agreement with Dainty et al (40). These authors did not rind any proteolytic 
activity of Lactobacillus spp. on myofibrillar proteins, whereas Chen et al (38) 
demonstrated the ability of L. carnis to hydrolyze casein in vitro but not to deplete muscle 
proteins. When r,ieat was stored at 2OoC, S. cmwosus showed lower concentration of 
myosin heavy chain protein than the others bioprotective strains (p>0.05), but significantly 








































Pseudomonads strains did not show lipolytic activity on samples stored at 4 or 20"C, 
expressed as oleic acid concentration (Figure 1 O). No significant difference was observed 
for storage temperatures (p>0.883). Pseudomonads are able to reach populations of IO8 
CFU/g without depleting lipids (34). On the other hand, pseudomonads' lipase activity was 
reduced to 30% at 45OC, and 95% at 5°C. pH and oxygen availability also affect 
pseudomonads lipases (41). The highest value was reported at pH 7 whereas only 20% of 
the original activity was observed at pH 6 (42). Although meat inoculated with 
pseudomonads had pH<7, partial vacuum notably affects lipolytic activity (43). 
Samples inoculated with B. thermosphuctu and stored at 20°C had an increase in oleic acid 
concentration (Figure 1 O). No significant difference (p>0.073) was observed in lipolytic 
activity in meat stored at 4°C. These results were in agreement with those reported by 
Dainty et al (4). These authors related the presence of B. thermosphuctu with free fatty 
acids production, either in aerobic or anaerobic conditions. Papon and Talon (13, 44) 
reported the highest lipolytic activity of B. thermosphucta at pH 6 and 37°C; it was reduced 
to 50% in refrigeration at pH 6. In meat inoculated with B. thermosphuctu and stored at 
4OC, pH was below 6, nonetheless lipolytic activity was detected. 
Lipolysis in samples inoculated with L. minor showed no significant difference as 
compared to the control (p>O. 15 I). 
All bioprotective LAl3 bacteria did not show higher oleic acid concentrations as compared 
to the control (p>O. 15 1) (Figure 1 1). Papon and Talon (44), reported that lipolysis by LAB 
was observed halfway of the logarithmic phase; lipase production also increased as glucose 
concentration decreased. Free fatty acid concentration decreased in meat treated with S. 
carnosus at both storage temperatures, probably because these acids were metabolized or 
autoxidized producing aldehydes and ketones (45). 
Papon and Talon (44) reported that pH 6 is the optimum for lipase production by LAB; at 
p H 6 ,  only 30% of lipase activity was observed. Samples inoculated with LAB and stored 
at 4°C had pH<6 throughout the study, probably being the reason for the absence of 
lipolytic activity at this storage temperature pH in samples stored at 20°C was above 6; in 
these samples oleic acid concentration steadily increased from day 8, although no 
significant difference was found as compared to the control. Kenneally et al (8) reported 
no noticeable free fatty acid concentration increase in fermented sausages inoculated with 
S. curnosus, although Hammes et ai (46) found tributyrin degradation in vitro by S. 
carnosus. 






























Pseudomonads populations were considerably low at both storage temperatures (4 and 
20°C) as compared to other strains, especially bioprotective LAB. As expected, meat pH 
inoculated with bioprotective strains and stored at 4°C was below 6 .  Meat inoculated with 
spoilage microorganisms (P. fluorescens, P. pug, B. thermosphacta and L. minor) showed 
an increasing trend in pH throughout the study time. 
Meat spoilage is a result of a number of chemical changes, proteolysis is one and probably 
the most important as it produces smaller molecules that can be metabolized by spoilage 
microflora. Extensive proteolysis and subsequent peptide degradation and decarboxylation, 
promotes biogenic amines production, these compounds are responsible for the putrid odor 
of meat. Storage conditions in this study allowed protease production by Pseudomonas 
spp., but not by B. thermosphacta or L. minor. It can be concluded that special attention 
must be taken to reduction of pseudomonads counts by bioprotective LAB to avoid 
proteolytic spoilage. This could result in successful competition by bioprotective strains 
reducing even further pseudomonads populations in meat substrates. 
Refrigeration temperatures, low pH, an oxygen-reduced environment and a slow population 
growth could explain the absence of lipolytic activity by pseudomonads, conversely the 
presence of B. thermosphacta contributed to lipolytic spoilage. The proteolytic ability is 
important when considering a LAB as a bioprotective strain, if the objective is to reduce 
undesirable microflora without considerably altering meat sensory properties. 
Bioprotective strains are expected not to be lipolytic. Therefore, as no considerable 
lipolysis was observed in samples before day 8 of storage, it was assumed that storage up to 
8 days at 4°C did not promoted lipolysis by bioprotective strains, but extensive proteolysis 
occur in samples stored during 12 days at 20°C. 
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. FIGURE CAPTIONS 
Figure 1 : Microbial population in control meat stored at 4 "C and 20 "C. 
Figure 2: Population of spoilage bacteria in meat stored at 4 "C and 20 "C 
Figure 3: Population of bioprotective bacteria in meat stored at 4 "C and 20 "C. 
Figure 4: pH in meat inoculated with spoilage bacteria and stored at 4 "C and 20 "C. 
Figure 5 :  pH in meat inoculated with bioprotective bacteria and stored at 4 "C and 20 "C. 
Figure 6:  SDS-PAGE of proteins extracts from beef samples inoculated with P. j7uorescens 
and stored at 20 "C. 
Figure 7: Concentration of myosin in beef inoculated with spoilage bacteria and stored at 4 
"C and 20 "C. 
Figure 8: SDS-PAGE of proteins extracts from beef samples inoculated with 
biopreservative strains and stored at 4 "C. 
a) L. carnis 
b) L. pentosus 
c) S. carnosus 
Figure 9: Concentration of myosin in beef inoculated with bioprotective bacteria and stored 
at 4 "C and 20 "C. 
Figure 10: Concentration of oleic acid in meat inoculated with spoilage bacteria and stored 
at 4 "C and 20 "C. 
Figure 11: Concentration of oleic acid in meat inoculated with bioprotective bacteria and 
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